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RESUME DES TRAVAUX DE THESE 

Résumé tout public 

 La lumière a une profonde influence sur le comportement de la plupart des 

organismes. En particulier, elle agit sur notre horloge interne qui impose une rythmicité 

d’environ 24 heures à presque toutes les fonctions de l’organisme, telle que l’alternance 

veille/sommeil. De façon autonome cette horloge a un rythme qui n’est pas d’exactement 24 

heures. Ainsi la lumière permet de la resynchroniser au rythme de 24 heures imposé par 

l’alternance jour/nuit comme on viendrait remonter une vieille horloge chaque matin. Ce 

processus est très étudié et on sait qu’il implique des cellules particulières dans l’œil des 

mammifères, qui sont différentes de celles impliquées dans la vision (cônes et bâtonnets). Ces 

cellules sont très étudiées chez les mammifères mais on ne sait pas si leur rôle est conservé 

chez d’autres vertébrés. Lors de ma thèse, j’ai ainsi étudié le rôle de ces cellules chez un petit 

vertébré diurne, la larve de poisson zèbre, un modèle qui offre de nombreux avantages en 

biologie. 

Résumé scientifique 

 La lumière exerce une influence majeure sur la physiologie et le comportement de la 

plupart des organismes. En particulier, elle synchronise les rythmes circadiens par un 

processus appelé photoentrainement. Chez les mammifères, le photoentrainement dépend 

de la rétine, et plus particulièrement d’une classe de cellules ganglionnaires de la rétine (RGCs) 

exprimant le photopigment mélanopsine (opn4). Ces RGCs sont intrinsèquement sensibles à 

la lumière bleue et sont appelés ipRGCs pour « intrinsically photosensitives RGCs ». Les ipRGCs 

intègrent l’information lumineuse médiée par la mélanopsine avec celle provenant des 

photorécepteurs classiques pour contrôler le photoentrainement mais aussi le masking, un 

effet direct de suppression ou d’élévation de l’activité locomotrice par la lumière. Bien que les 

ipRGCs soient les médiateurs des effets circadiens et directs de la lumière sur le 

comportement des mammifères, leurs rôles chez les vertébrés non mammifères ne sont pas 

élucidés. 

 Grâce à son développement externe rapide, à sa transparence et à sa capacité de 

manipulation génétique facile et d'analyse comportementale à haut débit, le poisson zèbre 

(PZ) est apparu comme un puissant modèle de vertébré diurne non mammifère pour la 

chronobiologie. Contrairement aux mammifères, la rétine n'est pas la seule structure 
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photosensible chez le PZ. En particulier chez cette espèce, la glande pinéale contient des 

photorécepteurs et des neurones de projection (PNs, équivalent des RGCs) et peut donc 

recevoir une information lumineuse et la transmettre au cerveau. De plus, tous les organes 

adultes du PZ testés, y compris la glande pinéale, sont directement photoentraînables 

lorsqu'ils sont placés en culture. Il reste donc à déterminer quels sont les rôles respectifs de la 

photodétection périphérique (au niveau de tous les organes) et de la photodétection centrale 

(au niveau de structures spécialisées telles que la rétine et la glande pinéale) dans le 

photoentraînement.  Nous nous sommes intéressé.e.s aux rôles des gènes de mélanopsine et 

des cellules les exprimant chez le PZ. Parmi les 5 gènes de mélanopsine présents chez cette 

espèce, opn4xa et opn4b sont exprimés dans les RGCs larvaires. De plus, nous avons montré 

qu’opn4xa est exprimé dans une sous-population de PNs. Ainsi, opn4xa définit une nouvelle 

population de PNs présentant une photosensibilité à la lumière bleue et verte dépendante 

d’opn4xa et qui fonctionne en mode LIGHT ON (Publications 1,2). Dans un second temps, nous 

avons cherché à comprendre la fonction des RGCs (opn4xa+ et opn4xa- ; mutant lakritz) et de 

la photosensibilité intrinsèque des RGCs et PN opn4xa+ (mutant opn4xa) dans l'influence 

directe et circadienne de la lumière sur l'activité locomotrice chez la larve de PZ. Nous avons 

trouvé que les RGCs sont impliqués dans le masking et la réponse locomotrice aux transitions 

lumineuses, mais indépendamment de la photosensibilité pilotée par opn4xa. Enfin, les 

mutants opn4xa-/-, lakritz et opn4xa-/-;lakritz n'ont montré aucun défaut de 

photoentraînement à un pulse de lumière blanche administré au début de la nuit suggérant 

que la photodétection de la rétine (y compris celle des ipRGCs) et la photodétection pilotée 

par la mélanopsine opn4xa ne sont pas nécessaires au photoentraînement chez la larve de PZ 

(Publication 2). Ces résultats soulèvent des différences majeures dans le photoentrainement 

circadien chez les mammifères et le poisson zèbre. 
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ABSTRACT 

General abstract 

 Light has a profound influence on the behavior of most organisms. In particular, it acts 

on our internal clock which imposes a rhythm of about 24 hours on almost all the functions of 

the organism, such as the sleep/wake cycle. This clock has an autonomous rhythm that is not 

exactly 24 hours. Thus, light acts to resynchronize it to the 24-hour rhythm imposed by the 

day/night alternation, just as it would wind up an old clock each morning. This process is very 

well studied and is known to involves particular cells in the mammalian eye. These cells are 

different from those involved in vision (cones and rods) and are well studied in mammals. 

However, it is not known if their role is conserved in other vertebrates. During my thesis, I 

studied the role of these cells in a small diurnal vertebrate, the zebrafish larva, a model that 

offers many advantages in biology. 

Scientific abstract 

Light has a profound influence on the physiology and behaviour of living organisms. In 

particular, light synchronize circadian rhythms through a process referred to as 

photoentrainment. In mammals, photoentrainment depends on the retina, and more 

particularly on a specific subtype of Retinal Ganglion Cells (RGCs) expressing the 

photopigment melanopsin (opn4). These RGCs are intrinsically sensitive to blue light and are 

hence referred to as ipRGCs for “intrinsically photosensitive RGCs”. ipRGCs function as a hub 

which integrate photic information from melanopsin-evoked responses with rod and cone 

photoreceptor influences to control, among other things, photoentrainment and masking, a 

direct suppressive or elevating effect of light on locomotor activity. While ipRGCs mediate 

circadian and direct effects of light on behaviour in mammals, it is unclear if these roles are 

conserved in non-mammalian species.  

 Due to its fast external development, transparency and capacity for easy genetic 

manipulation and high-throughput behavioural analysis, the zebrafish has emerged as a 

powerful non-mammalian diurnal vertebrate model for chronobiology. In contrast to 

mammals, the retina is not the only photosensitive structure: in particular, the zebrafish pineal 

gland contains photoreceptors and projection neurons (PNs, equivalent of RGCs) and thus can 

receive and transmit light information. In addition, all zebrafish adult organs tested, including 

the pineal gland, are directly photoentrainable when placed in culture. It therefore remains 
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to be determined what are the respective roles of peripheral (at the organ level) versus central 

photodetection (from specialized structures such as the retina and pineal gland) for 

photoentrainment.  

 We thus ought to determine the function of melanopsin genes and melanopsin 

expressing cells in the zebrafish. Among the 5 zebrafish melanopsin genes, opn4xa and opn4b 

are expressed in larval RGCs. We furthermore showed that opn4xa is expressed in a 

subpopulation of PNs. Therefore, opn4xa defines a novel population of PN exhibiting an 

opn4xa-dependant photosensitivity to blue and green light in a LIGHT ON mode (Publications 

1,2). With different mutant lines, we then tested the role of RGCs (opn4xa+ and opn4xa- RGCs; 

lakritz mutant) and of the intrinsic photosensibility of opn4xa+ RGCs and PN (opn4xa mutant) 

in the direct and circadian influence of light on locomotor activity in zebrafish larvae. We 

found RGCs to be involved in masking and the locomotor response to light transitions, but 

regardless of their opn4xa+ driven photosensibility. Finally, both opn4xa-/-, lakritz and 

opn4xa-/-;lakritz mutants did not show any defect of photoentrainment to a white pulse of 

light administered at the beginning of the night (Publication 2). Thus both the photodetection 

from the retina, (including ipRGCs) and the photodetection driven by the melanopsin opn4xa 

seem dispensable for circadian photoentrainment in zebrafish larvae. This highlights further 

differences between the organization of the mammalian and zebrafish circadian system and 

more particularly on the structure(s) involved in photoentrainment. 
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INTRODUCTION 
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Figure 1 : Schématisation des expériences de Jean-Jacques Dortous de Mairan et de Michel Siffre 
illustrant les concepts clefs associés aux rythmes circadiens 
A. Illustration de l’expérience de Jean-Jacques Dortous de Mairan sur la sensitive mimosa pudica 
publiée en 1729 : Jean-Jacques (JJ) observe que les feuilles de la sensitive s’ouvrent le jour et se 
replient la nuit. Il place la plante dans l’obscurité constante, et observe que le rythme 
d’ouverture/repliement des feuilles persiste en l’absence de repère de temps extérieur. Cette 
expérience illustre l’existence d’un mécanisme interne de mesure du temps, l’horloge circadienne, 
schématisée ici par une horloge verte, dont l’existence sera confirmée par d’autres scientifiques, 
dont Erwin Bünning. B. Expérience de Michel Siffre de 1962, qui illustre la nécessité de signaux 
extérieurs pour que l’horloge circadienne et les rythmes qu’elle génère restent en phase avec 
l’environnement : en 1962, Michel (MS) s’isole dans un gouffre et signale son réveil et coucher par 
une ligne téléphonique. En l’absence de repère de temps extérieur, les rythmes biologiques de 
Michel persistent, mais cependant avec une période de 24 heures et 30 minutes. C. Schéma général 
des concepts clefs associés aux rythmes circadiens : l’horloge circadienne génère des rythmes 
circadiens de façon autonome. Des signaux extérieurs, comme la lumière, agissent sur l’horloge 
pour qu’elle reste en phase avec l’environnement. La clef pour remonter l’horloge représente 
l’organe et/ou les cellules médiatrices des effets de la lumière sur l’horloge. 

 



9 
 

I. A la découverte des rythmes circadiens 

A. L’histoire des rythmes circadiens 

Si l’on devait dater le début de l’histoire des rythmes circadiens, beaucoup citeraient 

Jean-Jacques Dortous de Mairan et son expérience sur la sensitive mimosa pudica. Ce 

mathématicien, astronome, géophysicien, et chronobiologiste (scientifique qui étudie les 

rythmes biologiques) qui s’ignore avait observé que les feuilles de la sensitive s’épanouissent 

pendant le jour et se « replient et se contractent vers le coucher du Soleil ». Il eut l’idée de 

tester si ce mouvement de feuilles était une simple réponse au Soleil et isola une sensitive de 

la lumière pour la placer dans l’obscurité constante. A son étonnement, il observa que le 

rythme de repliement et d’épanouissement des feuilles persiste dans ces conditions (Fig 1.A). 

Il en conclut dans sa courte publication « Observation botanique » de 1729 : « la sensitive sent 

donc le soleil sans le voir en aucune manière ». Presque ! Sans le savoir, Jean-Jacques venait 

de mettre en évidence l’existence d’un mécanisme interne de mesure du temps, l’horloge 

circadienne (du latin « circa » pour environ et « dies » pour jour, terme défini par Franz 

Halberg dans les années 1950), qui génère des rythmes circadiens, comme ici le rythme 

d’épanouissement/repliement des feuilles. D’autres scientifiques ont ensuite démontré 

l’existence de cette horloge circadienne, dont Erwin Bünning dans les années 1930 (Saunders, 

2016), mais l’engouement autour de l’étude des rythmes circadiens ne débuta réellement que 

dans les années 1950-60. 

C’est ainsi que fut démontré que cette horloge circadienne était présente dans la 

plupart des espèces étudiées, et qu’elle présente de façon autonome une rythmicité proche 

mais pas exactement de 24 heures selon les organismes et les individus, comme illustré dans 

une expérience particulière : le 17 juillet 1962, Michel Siffre, alors âgé de 23 ans, a l’idée 

saugrenue de s’isoler au fond du gouffre de Scarasson sans aucun repère temporel. Une ligne 

téléphonique lui permet de signaler son réveil, coucher et moment du repas afin de mesurer 

son rythme de vie. Michel ressort deux mois plus tard un peu déboussolé, pensant n’être que 

le 20 août alors qu’il était le 4 septembre. Les informations collectées révèlent que même 

écarté de tout repère temporel, le spéléologue possède toujours un rythme veille/sommeil, 

mais qui se décalait chaque jour d’environ 30 minutes : son l’horloge biologique possède donc 

de façon autonome une périodicité de 24 heures et 30 minutes. Ceci appuie le caractère 

endogène de l’horloge circadienne, mais reflète surtout la nécessité de signaux extérieurs 

appelés « Zeitgebers » (terme proposé par le chronobiologiste Jürgen Aschoff en 1960, de 
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Figure 2 : Paramètres et conditions expérimentales utilisées pour étudier les rythmes circadiens 
A. Schématisation d’un rythme biologique observé au cours du temps et des différents paramètres étudiés (période, 
amplitude et phase du rythme par rapport à une référence externe). (B-G) ZT : « Zeitgeber Time » ; CT : « Circadian 
Time ». B. Rythme biologique en conditions LD (« Light/Dark ») et en phase ou entraîné au cycle LD. Les barres blanches 
représentent les conditions « Light » et les barres noires les conditions « Dark ». C. Rythme biologique en conditions LD 
et non entraîné ou en « free run » par rapport au cycle LD. D. Rythme circadien en conditions DD (« Dark Dark »). Les 
barres grises correspondent au jour subjectif et les barres noires à la nuit subjective. E. Rythme circadien en conditions 
LL (« Light Light »). Les barres blanches représentent le jour subjectif et les barres grises la nuit subjective. F. Expérience 
de phase shift avec un pulse en début de nuit subjective induisant un retard de phase. Le masking (ici, élévation du niveau 
du rythme observé), un effet direct de la lumière, peut être observé lors du pulse. La courbe grise indique le rythme non 
soumis au pulse. G. Expérience de phase shift avec un pulse en début de nuit subjective induisant une avance de phase. 
Le masking (ici, élévation du niveau du rythme observé), un effet direct de la lumière, peut être observé lors du pulse. La 
courbe grise indique le rythme non soumis au pulse. H. Courbe de réponse de phase. Une avance de phase correspond 
à un phase shift positif et un retard de phase à un phase shift négatif. La partie blanche correspond au jour ou au jour 
subjectif et la partie grise à la nuit ou à la nuit subjective. 
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l’allemand « donneur de temps »), comme la lumière, pour que l’horloge et les rythmes qu’elle 

génère restent approprié.e.s et en phase avec l’environnement dans lequel se trouve 

l’individu (Fig 1.B).  

Pour résumer, on qualifie de rythme circadien tout rythme biologique qui oscille sur 

une période d’environ 24 heures, qui persiste en l’absence de repère de temps extérieur 

(généré par une horloge circadienne endogène) et qui est influencé par des éléments 

extérieurs, comme la lumière (Fig 1.C). Ces rythmes ont depuis été décrits dans la plupart des 

organismes, des cyanobactéries à l’humain, et concernent de nombreux processus 

biologiques, allant du moléculaire au comportemental (Bhadra et al., 2017).  

B. Paramètres et conditions expérimentales d’étude des 

rythmes circadiens 

1. Paramètres étudiés 

 Afin de pouvoir étudier et caractériser les rythmes circadiens plus en détails de façon 

objective, ils sont souvent assimilés à une fonction périodique simple. Ceci permet de 

quantifier et comparer plusieurs paramètres, comme (Fig 2.A) : 

• l’amplitude : différence entre le pic et le creux au cours d’une oscillation 

• la période : intervalle de temps qui sépare deux phénomènes identiques (deux pics 

successifs par exemple) 

• la phase : position d’une variable du cycle (pic du cycle par exemple) de façon relative 

à un point de référence externe (début de la journée ou heure fixe par exemple) 

2. Conditions expérimentales utilisées 

 De façon à comparer l’horloge circadienne de différents individus (présence d’une 

horloge, période de cette horloge, etc…) et mesurer l’influence de signaux extérieurs sur 

ce.lles.ux-ci, les différents paramètres précédemment décrits peuvent être mesurés dans 

différentes conditions expérimentales. La lumière étant l’élément extérieur possédant 

l’influence la plus évidente, ses effets et mécanismes d’actions sur l’horloge circadienne et les 

rythmes qu’elle génère sont les plus étudiés, et on parle dans ce cas de photoentrainement 

du rythme ou de l’horloge circadienne. Différentes conditions d’illumination sont 

classiquement utilisées (Fig 2. (B-H)) : 

• Light/Dark (LD) : alternance de lumière et d’obscurité sur une période de 24 heures. 

Dans cette condition, les unités de temps sont mesurées en ZT (« Zeitgeber Time »), 

allant de ZT0 (correspondant au début de la période de lumière) jusqu’à ZT24. En LD, 

on peut alors observer si le rythme étudié concorde avec le cycle LD. On dira qu’il est 



12 
 

entraîné au cycle LD s’il est en concordance, et si au contraire le rythme oscille 

indépendamment de l’illumination, on dit alors qu’il est en « free-run » et qu’il n’est 

pas photoentrainé. Il est important de noter qu’en conditions LD, la lumière exerce 

également des effets directs sur de nombreux processus indépendamment de 

l’horloge circadienne qui masquent les effets de l’horloge circadienne, ce qu’on 

nomme donc masking. De ce fait si un rythme semble photoentrainé en LD, il n’est pas 

forcément la résultante de l’horloge circadienne, et il faudra étudier ce même rythme 

sans influence de la lumière pour observer l’influence de l’horloge circadienne sur ce 

rythme. 

• Dark/Dark (DD) : condition de noir constant, souvent après un entrainement avec 

plusieurs cycles LD. Dans cette condition, les unités de temps sont mesurées en CT 

(« Circadian Time »), allant de CT0 (correspondant au début du jour subjectif, soit la 

période d’illumination de l’individu s’il était resté en LD) jusqu’à CT24. En DD, on peut 

alors étudier si le rythme étudié persiste sans repère de temps extérieur et mesurer sa 

période, reflet de la période endogène de l’horloge circadienne de l’organisme. La 

période endogène de l’horloge est de généralement plus de 24h pour les espèces 

diurnes et de moins de 24h pour les espèces nocturnes en DD (Aschoff, 1979). 

• Light/Light (LL) : condition de lumière constante, souvent après un entrainement avec 

plusieurs cycles LD. Dans cette condition, les unités de temps sont mesurées en CT 

(« Circadian Time »), allant de CT0 jusqu’à CT24. La condition LL, comme la condition 

DD, permet d’observer si le rythme persiste en conditions constantes, mais également 

de mesurer la capacité de la lumière à influencer l’horloge et le rythme. En effet dans 

la plupart des espèces étudiées, la période du rythme en condition LL diffère de celle 

en condition DD et est fonction de l’intensité de la lumière. Elle est généralement 

inférieure à celle en DD pour les espèces diurnes et supérieure à celle en DD pour les 

espèces nocturnes (Aschoff, 1979). 

• Phase Shift (PS) : administration d’un pulse de lumière en DD, souvent après un 

entrainement avec plusieurs cycles LD. Selon le moment où est administré ce pulse de 

lumière, il n'aura pas le même impact sur le rythme circadien et va provoquer soit une 

avance soit un retard de phase. En administrant un pulse de lumière à différent CT, on 

peut ainsi construire une courbe de réponse de phase du rythme circadien. Par 

exemple, un pulse de lumière administré à CT14, c’est à dire en début de nuit 

subjective (période « D » du précédent cycle LD) va induire un délai de phase de 
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l’activité locomotrice des souris, tandis qu’un pulse administré à CT22, c’est-à-dire en 

fin de nuit subjective, va induire un retard de phase de l’activité locomotrice chez cette 

même espèce. Il existe également des moments de la journée où un pulse de lumière 

n’induit pas ou un très léger décalage de phase, qu’on appelle dead zone : ces zones 

se trouvent lors la journée subjective et au milieu de la nuit subjective, entre le 

moment où le pulse de lumière vient à provoquer une avance et un retard de phase. 

Chez les mammifères, la courbe de réponse de phase est assez similaire entre les 

espèces nocturnes et diurnes, avec un retard de phase induit par un pulse de lumière 

administré en début de nuit subjective et une avance de phase induite par un pulse de 

lumière administré en fin de nuit subjective (Daan, 2000; Vitaterna et al., 2001). 

C. Echelles d’étude des rythmes circadiens 

 Les rythmes circadiens concernant de nombreux processus biologiques, on peut donc 

les étudier à plusieurs échelles au sein d’un individu/organe/cellule. 

1. Echelle comportementale 

 Les études pionnières ayant permis de mettre en avant l’organisation de l’horloge 

circadienne au niveau moléculaire et qui ont conduit à un prix Nobel en 2017 se sont ainsi 

basées sur l’étude d’un rythme circadien au niveau comportemental : le rythme d’éclosion des 

drosophiles. En effet la plupart des drosophiles non génétiquement modifiées émergent de 

leur pupe 1 à 2h avant que la lumière s’allume. Le rythme d’éclosion peut ainsi être mesuré 

puis comparé selon le génotype de manière manuelle ou automatisée (les pupes sont alors 

collées sur un disque de plastique placé au-dessus d’un tube traversé par un détecteur 

infrarouge ; le disque est tapé à des intervalles de temps régulier, ce qui fait tomber les 

drosophiles en train d’émerger de leur pupe, qui passent à travers le détecteur infrarouge 

pour être comptabilisées). D’autres types d’expériences utilisant le suivi du rythme de 

l’activité locomotrice ont ensuite été développées, permettant de procéder à des analyses à 

plus grande échelle. Dans ces expériences, les drosophiles sont placées de manière 

individuelle dans des tubes traversés par un détecteur infrarouge qui va mesurer le nombre 

de fois où la mouche sera passée devant ce détecteur par intervalle de temps donné (Klarsfeld 

et al., 2003). Le rythme de l’activité locomotrice est ainsi un des rythmes circadiens le plus 

étudié chez les animaux. Chez l’humain, on peut le mesurer à l’aide d’accéléromètres portés 

au poignet, et chez les autres mammifères à l’aide de détecteurs infrarouges ou plus 

généralement avec des roues connectées à un système de détection placées dans la cage 
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(Brown et al., 2019). L’activité de reptiles et d’oiseaux placés de façon individuelle dans des 

cages peuvent aussi être mesurées par un système similaire de détecteurs infrarouges 

(Molina-Borja, 1996), ou en utilisant des perchoirs connectés dans le cas d’oiseaux (Gaston 

and Menaker, 1968). Chez le poisson-zèbre, qui est le principal modèle de poisson étudié en 

chronobiologie, la mesure de l’activité locomotrice est plus robuste chez la larve (de 5  à 20 

jours après fécondation) que chez l’adulte, chez lequel il existe un fort taux de variabilité 

interindividuelle (Vatine et al., 2011). On préfèrera alors étudier l’activité locomotrice de la 

larve, qui permet également de s’affranchir d’un effet de la nourriture sur le comportement 

(les larves possèdent un vitellus pour se nourrir) et d’effectuer des études automatisées à 

grande échelle : les larves sont placées de façon individuelle dans des plaques pouvant aller 

jusqu’à 96 puits et leur activité est suivie grâce à un logiciel de tracking, donnant la distance 

parcourue ou l’activité de la larve par unité de temps. Un autre paramètre comportemental 

pouvant être utilisé chez le poisson zèbre est la préférence de place dans une colonne d’eau : 

les larves se placent ainsi préférentiellement dans le tiers supérieur de la colonne d’eau lors 

de leur période d’activité et vont au fond de la colonne lorsque la lumière s’éteint ou qu’elles 

sont dans une période d’inactivité (Ben-Moshe Livne et al., 2016). 

2. Echelle physiologique 

 D’autres processus physiologiques présentant une rythmicité circadienne peuvent être 

étudiés, comme la température corporelle et le rythme de synthèse et sécrétion de la 

mélatonine, sécrétée la nuit et considérée comme un signal d’obscurité (Bhadra et al., 2017; 

Binkley, 1977; Tosini et al., 2001). Cette hormone est synthétisée et sécrétée par la glande 

pinéale de façon rythmique. Il est cependant à noter que la plupart des souris de laboratoires 

ne synthétisent pas de mélatonine (Kennaway, 2019). Chez les oiseaux (Chaurasia et al., 2005), 

certains reptiles (Tosini et al., 2001) et le poisson zèbre (Vatine et al., 2011), le rythme de 

synthèse de mélatonine persiste quand on place la glande pinéale en culture en condition 

d’obscurité constante, et au moins chez le poulet et le poisson zèbre elle est directement 

entrainable par des signaux extérieurs comme la lumière. Chez le poisson zèbre, la 

transcription du gène aanat2, l’enzyme limitante de la voie de synthèse de la mélatonine, est 

aussi utilisée comme reflet de la synthèse de la mélatonine chez la larve et l’adulte. Ce gène, 

exprimé dans les photorécepteurs classiques de la glande pinéale et la rétine, est ainsi 

transcrit de manière rythmique. 
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3. Echelle moléculaire 

 Les rythmes circadiens sont également présents au niveau moléculaire, et on peut 

mesurer et quantifier l’expression rythmique de gènes comme aanat2 par différentes 

méthodes, comme par RT-qPCR ou à l’aide de rapporteurs bioluminescents comme la 

luciférase. Grâce à des animaux transgéniques exprimant la luciférase sous le contrôle d’un 

gène ou de régions régulatrices spécifiques, il est possible d’étudier des oscillations 

moléculaires in vivo ou à partir d’organes ou de cellules en culture (Tahara et al., 2012; Yoo et 

al., 2004). 

D. Base génétique des rythmes circadiens 

 La base génétique des rythmes circadiens a été mise en évidence pour la première fois 

en 1971 suite à l’étude de mutations aléatoires générées à l’EMS (ethyl methanesulfonate) 

affectant le rythme d’éclosion et le rythme de l’activité locomotrice de drosophiles en DD 

(Konopka and Benzer, 1971). Trois mutations furent isolées, qui affectent de la même manière 

l’éclosion et l’activité locomotrice : une induit une arythmie de ces processus, une autre est 

associée à une période endogène de 19h, et la dernière à une période de 28h. Ces trois 

mutations affectent le même gène, et c’est ainsi que fut identifié le premier gène de l’horloge 

moléculaire. Puisqu’il est impliqué dans la période des rythmes étudiés, ce gène fut nommé 

per pour « period ». Suite à d’autres études, il a ensuite été déterminé que le gène per code 

pour un facteur de transcription dont l’expression est elle-même rythmique et circadienne. 

De plus, le gène per semble réguler sa propre transcription puisque sa surexpression entraîne 

une diminution de ses niveaux d’ARNm. Ce dernier résultat semble confirmer une hypothèse 

émise par Hall et Rosbash, proposant le modèle d’une horloge moléculaire reposant sur un 

système de boucle de transcription/traduction à rétroaction négative. Suite à l’étude d’autres 

mutants de drosophile fut identifié le gène tim, codant pour une protéine interagissant avec 

PER pour lui permettre d’entrer dans le noyau et réguler sa propre transcription. Le premier 

mutant circadien murin identifié en 1994 permis de compléter la boucle de 

transcription/traduction à rétroaction négative par la découverte du gène clock, puis plus tard 

de bmal1, pour établir que CLOCK-BMAL1, facteurs de transcription de type bHLH-PAS (basic 

Helix-Loop-Helix-Per-ARNT-SIM) constitue un hétérodimère capable d’activer la transcription 

de gènes cibles, dont per, via leur fixation à des boîtes E. Cela a ensuite été confirmé chez la 

drosophile, grâce à laquelle la boucle principale de l’horloge moléculaire circadienne de la 

drosophile fut complète : Clk et Cyc (orthologues de Clock et Bmal1) activent la transcription  



16 
 

  

Figure 3 : Schéma simplifié de la base génétique des rythmes circadiens chez la drosophile et les 
vertébrés  
A. Boucle principale de l’horloge moléculaire de la drosophile : l’hétérodimère formé par CLOCK 
(CLK) et CYCLE (CYC) active l’expression de per et tim via sa fixation à une Ebox. L’hétérodimère PER 
et TIM inhibe l’activité de CLOCK et CYCLE et inhibe ainsi sa propre transcription. La lumière induit 
l’activation de CRY, qui interagit avec TIM pour entraîner la dégradation de TIM et PER. B. Boucle 
principale de l’horloge moléculaire des vertébrés : l’hétérodimère formé par CLOCK et BMAL active 
l’expression de per et cry via sa fixation à une Ebox. L’hétérodimère PER et CRY inhibe l’activité de 
CLOCK et CYCLE et inhibe ainsi sa propre transcription. 
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de per et tim, qui vont eux-mêmes inhiber l’activité de CLOCK et CYCLE pour inhiber leur 

propre transcription. Clk et Cyc constituent ainsi les éléments positifs de la boucle et per et 

tim ses éléments négatifs. D’autres boucles s’entrelacent autour de cette boucle positive pour 

moduler son activité et ainsi générer des oscillations géniques de manière autonome, avec 

notamment une expression antiphasique des couples de gènes per/tim par rapport à 

l’expression de Clk (Huang, 2018). Un des autres acteurs clefs de l’horloge moléculaire de 

drosophile est cry1, qui fait partie de la famille des cryptochromes et qui est sensible à la 

lumière bleue. Après photoactivation, CRY est capable d’interagir avec TIM pour entrainer la 

dégradation de TIM et PER et rephaser l’horloge moléculaire. Chez la drosophile, CRY est donc 

considéré comme un molécule photosensible clef du photoentrainement (Bhadra et al., 2017). 

Ce fonctionnement de l’horloge circadienne moléculaire sur un modèle de boucles de 

transcription/traduction à rétroaction négative est très conservé au cours de l’évolution (Fig 

3). 
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Gène Mutation Phénotype (activité locomotrice) Références 

per EMS (ethyl methane 
sulfonate) 

LD : pas d’anticipation (M et E) 
(mutant per0) 
DD : arythmie, ↓ou↑ période 
(trois mutations différentes) 

(Konopka and 
Benzer, 1971; Allada 
et al., 1998) 

tim Transposon DD : arythmie, ↓ou↑ période (Sehgal et al., 1994) 

clock EMS (codon stop 
prématuré 
:Δtranscriptional 
activation domain) 

LD : pas d’anticipation (M et E) 
DD : arythmie  

(Allada et al., 1998) 

cycle EMS (null mutant) LD : ↑période (free run) 
DD : arythmie 

(Rutila et al., 1998) 

cry EMS (Δsite de liaison 
à la flavine) 

LD/DD : rythmique 
Phase shift : affecté 
LL : rythmique, ↑période 

(Stanewsky et al., 
1998; Helfrich-
Förster et al., 2001)  

glass Affection de l’œil, 
HB eyelet, ocelles 

LD : rythmique 
LL : faible pourcentage rythmique 

(Helfrich-Förster et 
al., 2001) 

glass,crys  LD : free run 
LL : rythmique 

(Helfrich-Förster et 
al., 2001) 

Figure 4 : L’activité locomotrice des drosophiles est crépusculaire 
Au cours du rythme jour/nuit, les drosophiles ont un profil d’activité bimodal et présentent une 
anticipation de l’allumage (M) et de l’extinction (E) de la lumière. 

 

Table 1 : Phénotypes locomoteurs de différentes mutations de gènes de l’horloge moléculaire ou de 
structures photosensibles de la drosophile D.melanogaster 
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Après cette introduction générale sur les rythmes circadiens, les chapitres suivants sont 

destinés à présenter les connaissances acquises autour des rythmes circadiens chez les 

vertébrés (mammifères, reptiles, oiseaux, et poissons téléostéens). Ces chapitres permettent 

une comparaison de la base génétique des rythmes circadiens, de l’organisation du système 

circadien et du photoentrainement pour ces espèces, ainsi qu’une description plus fournie de 

l’implication d’un photopigment particulier étudié au cours de cette thèse, la mélanopsine, et 

des cellules qui l’expriment. Bien que la mélanopsine ne soit pas exprimée chez les 

invertébrés, une brève partie est consacrée à un invertébré, la drosophile D.melanogaster, 

puisque c’est un modèle pionnier dans l’étude des rythmes circadiens qui présente une 

organisation du système circadien et un mécanisme de photoentrainement intéressant.  

II. Les rythmes circadiens chez la drosophile D.melanogaster 

A. Activité locomotrice de la drosophile 

 Comme évoqué plus haut, la très grande majorité des études effectuées pour décoder 

la composition de l’horloge moléculaire et du système circadien de la drosophile se sont 

basées sur l’étude de mutants affectant le rythme circadien de l’activité locomotrice. Chez les 

drosophiles adultes en laboratoire, l’activité locomotrice est crépusculaire : elle présente un 

profil bimodal, avec une forte activité en début de matinée et en fin de journée. Cette 

augmentation de l’activité est précédée par une anticipation de l’allumage et de l’extinction 

de la lumière, appelée M (pour « morning ») pour l’anticipation du matin et E (pour 

« evening ») pour l’anticipation du soir, qui sont générées par l’horloge circadienne (Fig 4) 

(Tataroglu and Emery, 2014).  

B. Base génétique des rythmes circadiens de la drosophile 

 Beaucoup de mutants de gènes circadiens ont été générés ou identifiés chez la 

drosophile, principalement via des cribles génétiques de mutations à l’EMS. Au niveau de 

l’activité locomotrice, la plupart des mutations entrainent un allongement ou un 

raccourcissement de la période ou provoquent une arythmie en DD. Cette arythmie est 

souvent accompagnée d’une perte de l’anticipation M et E en LD, comme dans le mutant null 

per0, ce qui appuie le fait que ces processus sont contrôlés par l’horloge circadienne (Table 1). 
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Figure 5 : Neurones ‘clock’ et structures photoréceptrices de la drosophile 
A. Distribution des différents groupes de neurones ‘clock’ (s-LNv, l-LNv, 5th-LNv, LNd, DN1a, DN1p, 
DN2, DN3, LPN) et de leur rôle dans la régulation circadienne de l’activité locomotrice, ainsi que des 
structures photoréceptrices (œil, HB eyelet, ocelles) et des rhodopsines (Rh2, Rh6) exprimées dans 
les ocelles et l’HB eyelet (modifié de Tataroglu et Emery 2015). Les flèches jaunes représentent les 
structures photosensibles et les flèches en pointillés la connexion neuronale entre l’œil et l’HB 
eyelet avec les neurones LNvs. B. Représentation d’une ommatidie vue du dessus avec les différents 
photorécepteurs (R1 à R8) et rhodopsines (Rh1, Rh3, Rh4, Rh5, Rh6, et Rh7, dont la localisation 
précise est encore débattue) exprimées dans l’œil de drosophile. 
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C. Organisation du système circadien de la drosophile 

1. Les neurones clock 

 Chez la drosophile, l’horloge principale n’est pas contenue dans une structure définie 

comme ce qui est le cas chez les vertébrés et qui sera décrit plus tard, mais elle est constituée 

d’un réseau de différentes populations de neurones localisés dans le cerveau appelés 

neurones clock. Un groupe de neurone clock semble cependant avoir un rôle plus important 

dans la maintenance des rythmes circadiens en DD et peut-être assimilé à une horloge 

principale, le groupe sLNv. Les neurones clock ont été identifié par l’expression des protéines 

PER et TIM et nommés selon leur localisation anatomique dans le cerveau. On retrouve ainsi 

les neurones ventraux-latéraux (LNvs), subdivisés en small-LNv (s-LNv), large-LNv (l-LNv) et 

5ths-LNv (neurones LNvs n’exprimant pas PDF), les neurones dorsaux-latéraux (LNds,), les 

neurones dorsaux (DN1a, DN1p, DN2 et DN3), et les neurones latéraux-postérieurs (LPNs). La 

plupart des neurones LNVs expriment le PDF (Pigment Dispersing Factor), un neuropeptide 

qui permet la synchronisation des neurones clock (Tataroglu and Emery, 2014). (Fig 5.A) 

2. Rôle des neurones clock 

 Le rôle de chaque groupe de neurones clock a élégamment été étudié en analysant 

l’effet de la re-expression de per dans chaque groupe de neurones dans le mutant per0, ou en 

éliminant spécifiquement certains groupes de cellules. Il a ainsi été établi que l’anticipation M 

et E et la rythmicité de l’activité locomotrice étaient générés par différents groupes de 

neurones. Ainsi le sauvetage de per dans les LNvs permet par exemple de retrouver 

l’anticipation M, et le sauvetage dans les LNvs et LNds permet de retrouver l’anticipation E. 

L’élimination à la fois des neurones LNds, 5th-LNv et DN1 supprime quant à elle l’anticipation 

E. Enfin le sauvetage de per dans les neurones LNvs permet de retrouver une activité 

rythmique en DD, et l’élimination des neurones PDF des LNvs (ou la mutation de PDF) élimine 

l’anticipation M et provoque une arythmie de l’activité locomotrice en DD. Ces différentes 

expériences couplées à des expériences complémentaires ont permis de définir les structures 

impliquées dans la régulation circadienne de l’activité locomotrice (Tataroglu and Emery, 

2014) (Fig 5.A) : 

• anticipation E : LNd, 5ths-LNv, DN1 

• anticipation M : s-LNv 

• rythmicité : s-LNv 

• phase shift : possible contribution des l-LNv 
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3. Connectome des neurones clock 

  La neurones clock sont interconnectés entre eux et envoient principalement des 

projections sur deux structures : la partie du cerveau dorsal qui comprend le pars 

intercerebralis, équivalent fonctionnel de l’hypothalamus, et la médulla accessoire (aME), une 

structure entre les lobes optiques et le cerveau qui reçoit elle-même des afférences de l’œil 

et des eyelet de Hofbauer-Buchner (HB eyelet), une structure photosensible située sous l’œil. 

 Les LNvs reçoivent des afférences de l’œil, et des HB eyelet (Fig 5.A). 

D. Photosensibilité de la drosophile 

1. Structures et molécules photosensibles de la drosophile 

 La drosophile possède trois différentes structures photosensibles : l’œil, l’eyelet de 

Hofbauer-Buchner (HB eyelet) situé sous l’œil, et trois ocelles situés sur le dessus de la tête 

(Fig 5.A). L’œil est composé d’environ 800 ommatidies, qui contiennent chacune une cornée 

et huit cellules photosensibles appelées photorécepteurs (R1 à R8) (Fig 5.B). Le HB eyelet 

contiennent 4 photorécepteurs, et chaque ocelle comprend 80 photorécepteurs. 

 Les photorécepteurs expriment des protéines sensibles à la lumière appelées 

rhodopsines, qui sont différentes selon les photorécepteurs. Ainsi les photorécepteurs R1 à 

R6 de l’œil expriment la rhodopsine Rh1 sensible à la lumière verte/bleue, les récepteurs R7 

la rhodopsine Rh3 ou la Rh4 sensibles aux UV, et les récepteurs R8 la rhodopsine Rh5 sensible 

à la lumière bleue, la rhodopsine Rh6 sensible à la lumière verte, ou la rhodopsine Rh7, qui ne 

conférerait pas une photosensibilité per se mais permettrait de médier la photosensibilité de 

Rh6. La rhodopsine Rh6 est également exprimée dans les photorécepteurs de l’HB eyelet, et 

les photorécepteurs des ocelles expriment la rhodopsine Rh2 (Sabat et al., 2017; Senthilan et 

al., 2019). 

 Une des particularités de la drosophile par rapport aux vertébrés est que la protéine 

CRY est directement photosensible. CRY est exprimée dans certains neurones clock (LNvs, 

LNds, DN1a, DN1p, mais pas dans DN3s et LPNs) et dans l’œil (Yoshii et al., 2008). CRY est aussi 

exprimée dans les tissus périphériques, comme dans l’intestin (Agrawal et al., 2017). 

 La drosophile présente donc une photosensibilité à partir d’organes dédiés (œil, HB 

eyelet, ocelle) mais également dans certains neurones et organes périphériques. 
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2. Régulation circadienne et non circadienne de l’activité 

locomotrice de la drosophile 

a) Photoentrainement 

 A la fois les structures dédiées à la photosensibilité et la protéine CRY contribuent au 

photoentrainement de l’activité locomotrice chez la drosophile. En effet des mutants n’ayant 

pas d’œil, de HB eyelet et d’ocelles (mutants glass60j) ou des mutants cryb présentent une 

activité locomotrice qui est toujours entrainée en LD. Cependant des doubles mutants 

glass60j et cryb sont en free run en LD. De plus il est nécessaire d’avoir cette double mutation 

pour observer un fort phénotype en LL : alors que la plupart des drosophiles wild-type sont 

immédiatement arythmiques en LL, les drosophiles portant la double mutation ont une 

activité locomotrice rythmique avec une période d’environ 24h. Les drosophiles ne portant 

qu’un seule des deux mutations ont un phénotype moins appuyé : un faible pourcentage de 

mutants glass60j a une activité rythmique et les mutants cryb ont une activité rythmique, mais 

cependant ces mutants cryb ont une période de plus de 24 heures ce qui reflète une effet de 

la lumière toujours présent chez ces drosophiles (Helfrich-Förster et al., 2001, Table 1). Il est 

décrit que tous les types de photorécepteurs de l’œil contribuent au photoentrainement, mais 

que les photorécepteurs de l’œil exprimant Rh6 ont un rôle plus important, peut-être du fait 

qu’ils représentent un centre intégrateur des autres photorécepteurs de l’œil (ils reçoivent en 

effet des afférences des autres photorécepteurs de l’œil), et pourraient être 

fonctionnellement semblables aux cellules ganglionnaire de la rétine des vertébrés (qui seront 

décrits plus tard) (Senthilan et al., 2019). 

b) Masking lors d’une réponse à une transition lumineuse 

 Suite à une transition lumineuse, on peut observer une augmentation du niveau 

d’activité dans le cas d’une transition nuit vers jour (LIGHT ON) et une baisse du niveau 

d’activité » dans le cas d’une transition jour vers nuit (LIGHT OFF) chez les drosophiles wild-

types. Cette réponse semble médiée par l’œil, puisqu’elle n’est pas détectée dans les 

drosophiles portant des mutations affectant le développement de l’œil. Cependant les 

doubles mutants glass glass60j ; cryb, qui ont une activité arythmique en LD, présentent une 

réponse aux transitions résiduelle : suite à une transition nuit vers jour (LIGHT ON) on peut 

observer dans ce cas une baisse de leur activité locomotrice et suite à une transition jour vers 

nuit (LIGHT OFF) on observe une hausse de l’activité locomotrice (Rieger et al., 2003; Senthilan 

et al., 2019). D’autres structures ou molécules semblent donc impliquées dans ce processus. 

De ce fait, un des mutants cycle (mutation nulle) entraine une activité locomotrice en free-run 



24 
 

en LD, qui pourrait indiquer une implication de ce gène, peut-être via l’horloge moléculaire, 

dans le masking (Rutila et al., 1998, Table 1). 
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III. Les rythmes circadiens chez les mammifères 

  La partie suivante est consacrée à décrire comment les rythmes circadiens sont 

générés et photoentrainés chez les mammifères. La plupart des informations décrites 

proviennent d’études faites sur des rongeurs nocturnes (hamster, souris, rat) qui représentent 

les modèles les plus étudiés en chronobiologie. Quelques données existent chez l’humain, qui, 

pour des raisons évidentes, n’est pas un modèle très étudié dans les mécanismes sous tendant 

les processus chronobiologiques. 

A. Base génétique des rythmes circadiens chez les mammifères 

1. Base génétique des rythmes circadiens : l’horloge moléculaire 

des mammifères 

 La boucle principale de l’horloge moléculaire des mammifères est très semblable à 

celle de la drosophile (Fig 3.B) : elle est constituée des éléments positifs bmal1, bmal2 

(orthologues de Cyc), et clock et des éléments négatifs per1, per2, per3, cry1 et cry2. Cry1 et 

cry2 font partie de la famille des cyptochromes mais ne sont pas sensibles à la lumière comme 

chez la drosophile (Bhadra et al., 2017). Le gène clock est quant à lui exprimé de manière 

constante chez les mammifères nocturnes comme la souris et la rat, et de manière rythmique 

chez les mammifères diurnes, comme le mouton, les capucins et le rat rayé (Yan et al., 2018). 

Un gène homologue de tim a été identifié chez les mammifères, mais son rôle dans l’horloge 

circadienne est débattue (Gotter, 2006; Kurien et al., 2019) .  

2. Mutations des gènes de l’horloge chez les mammifères 

 La mutation d’un des gènes de la boucle principale de l’horloge moléculaire chez les 

mammifères résulte souvent en l’altération de la période endogène de l’horloge (Table 2). 

Ainsi les souris mutantes perte de fonction pour clock ont une activité locomotrice rythmique 

en DD mais avec une période diminuée d’environ 20min par rapport aux contrôles (Debruyne 

et al., 2006). Une mutation perte de fonction de per1 (Zheng et al., 2001), per2 (Zheng et al., 

1999), per3 (Shearman et al., 2000) ou cry1 (van der Horst et al., 1999) entraîne également 

une réduction de la période de l’activité locomotrice des souris en DD, tandis qu’une mutation 

de cry2 entraine son allongement (van der Horst et al., 1999). De façon intéressante bmal1 

(anciennement appelé mop3) est l’un des seuls gènes de l’horloge moléculaire qui, lorsqu’il 

est muté (mutation qui conduit à la perte du domaine PAS de la protéine, impliqué dans 

l’interaction avec CLOCK), conduit les souris à avoir une activité locomotrice arythmique en  
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Gène Mutation Phénotype (activité locomotrice) Références 

clock ENU (dominant 
négatif ?) 

LD : rythmique 
DD : arythmie 

(Vitaterna et al., 
1999) 

clock Dominant 
négatif (ΔbHLH 
liaison bmal) 

LD : rythmique 
DD : rythmique (↓ période) 
Phase shift : altéré 

(Debruyne et al., 
2006) 

per1 perte de 
fonction 

DD : rythmique (↓ période) 
 

(Zheng et al., 2001) 

per2 perte de 
fonction 

DD : rythmique (↓ période) 
 

(Zheng et al., 1999) 

per3 null (-1,6kb pas 
de prot) 

DD : rythmique (↓ période) 
 

(Shearman et al., 
2000) 

cry1 perte de 
fonction 

DD : rythmique (↓ période) 
 

(van der Horst et al., 
1999) 

cry2 perte de 
fonction 

DD : rythmique (↑ période) 
 

(van der Horst et al., 
1999) 

bmal1 Dominant 
négatif 
(Δdomaine PAS 
liaison clock) 

LD : ↓activité 
DD : arythmie 

(Bunger et al., 2000) 

per1/2 Null (exons 4-
18 remplacé 
par Hprt ; 

LD : rythmique (double mutant) 
DD : arythmie (double mutant) 
Phase shift :  
per1 pas d’avance (late night pulse) 
per2 : pas de retard (early night) 

(Albrecht et al., 
2001; Zheng et al., 
2001) 

cry1/2 nulle (délétion 
9/7kb) 

LD : rythmique (double mutant) 
DD (activité) : arythmie (double 
mutant) 

(van der Horst et al., 
1999) 

  

Table 2 : Phénotypes locomoteurs de différentes mutations de gènes de l’horloge moléculaire 
chez la souris 
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DD (Bunger et al., 2000). Cette mutation s’accompagne d’une expression arythmique de per1 

et per2 détectée par hybridation in situ en DD ainsi qu’une baisse de l’activité locomotrice en 

LD. Cependant BMAL1 régule l’expression de bmal2, et muter le gène bmal1 revient donc 

fonctionnellement à créer un double mutant bmal1/2 (Shi et al., 2010). Un des mutants murins 

clock (clockΔ19) généré par mutation aléatoire chimique à l’ENU (N-ethyl-N-nitrosourea) 

présente également une activité locomotrice arythmique en DD (Vitaterna et al., 1994), 

cependant un autre mutant où les exons 5 et 6 ont été délétés du gène a une activité 

locomotrice tout à fait rythmique en DD (Debruyne et al., 2006). La différence entre ces deux 

mutations pourrait résider dans la capacité de la protéine NPAS2 (neuronal PAS domain 

protein 2, qui présente de grandes similarités de séquence avec CLOCK en particulier dans le 

domaine bHLH-PAS) à pouvoir interagir et remplacer CLOCK dans le mutant de Debruyne mais 

pas dans celui de Vitaterna. En effet, bien que les mutations affectent toutes deux le domaine 

bHLH de CLOCK, le mutant de Debruyne est considéré perte de fonction car la protéine CLOCK 

ne semble plus exprimée, tandis que celui de Vitaterna est considéré comme un dominant 

négatif, et la protéine mutante CLOCKΔ19 est toujours capable de se lier à BMAL1.  

 Pour avoir une activité locomotrice arythmique en DD chez les mammifères, il est 

nécessaire de muter les gènes de la boucle principale de l’horloge moléculaire par « paires » : 

l’activité locomotrice de souris présentant des mutations perte de fonction pour à la fois per1 

et per2 (Zheng et al., 2001), cry1 et cry2 (van der Horst et al., 1999) ou clock et npas2 

(DeBruyne et al., 2007) est ainsi arythmique en DD. Le cas des gènes per est particulier 

puisqu’il existe trois paralogues chez les mammifères (PER1, 2 et 3), mais peu de données sont 

disponibles sur la fonction de PER3. 

 Ces différents mutants soulignent l’importance de chaque couple de gènes de la boucle 

principale (BMAL1/2, CLOCK/NPAS2, PER1/2, CRY1/2), qui sont essentiels pour générer un 

rythme d’activité locomoteur endogène, mais également la redondance qui existe entre 

chaque membre d’un même couple pour assurer le maintien de rythmes circadiens. Cette 

horloge moléculaire est donc robuste, et maintenir des rythmes circadiens semble être un 

processus essentiel. 

3. Variants humains des gènes de l’horloge 

 Des variants de gènes de l’horloge existent chez l’humain, dont certains sont liés à des 

dérégulations de rythmes circadiens comme les rythmes veille/sommeil (Table 3).  

 Le premier variant identifié est un variant de per2, associé à un syndrome familial 

d’avance de phase de sommeil (endormissement et réveil très tôt, soit des personnes très  
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Gène Mutation Phénotype (activité 

locomotrice) 

Références 

per2 Hypophosphorylation 

par CKI (S662G) 

FASPS : réveil tôt et coucher tôt 
 

Xu et al., 2007(Xu 

et al., 2007) 

per3 ↓stabilité de la protéine FASPS : réveil tôt et coucher tôt 

 

(Zhang et al., 2016) 

cry1 ↑ activité d’inhibition 

de CLOCK/BMAL 

FDSPD : réveil tard et coucher 

tard 

(Patke et al., 2017) 

  

Table 3 : Variants de gènes de l’horloge associés à des dérégulations des rythmes circadiens chez 
l’humain 

 



29 
 

matinales). La modélisation de ce variant chez la souris reproduit le syndrome observé chez 

les humains, avec une période plus courte de leur rythme d’activité locomotrice en DD et une 

avance de phase en LD (Xu et al., 2007). 

 Deux variants de per3, qui réduisent la stabilité de la protéine PER3, sont également 

associés à un syndrome familial d’avance de phase de sommeil (Zhang et al., 2016a). Chez les 

souris possédant le variant, l’activité locomotrice est rythmique avec la même période que 

celles ayant la version humaine non mutée PER3 en LD et DD. Cependant la période de leur 

activité locomotrice est allongée en LL, suggérant une altération de la réponse à la lumière de 

ces variants PER3. Ceci pourrait expliquer que les individus atteints de ce syndrome ont plus 

de mal à s’adapter au changement de la durée du jour en hiver. Les drosophiles portant le 

variant ont un phénotype qui se rapproche plus des patients : elles débutent leur activité plus 

tôt en LD que les drosophiles contrôles, et la période de leur activité locomotrice est 

raccourcie en DD, un phénomène qui est aussi décrit chez les patients présentant ce syndrome 

(Jones et al., 1999). Les variants de PER3 semblent donc bien être en cause dans le syndrome 

familial d’avance de phase de sommeil chez l’humain.  

 Un autre syndrome, le syndrome familial de retard de phase de sommeil, où les sujets 

se couchent et se lèvent très tard est associé à un variant de cry1 dans lequel l’exon 11 n’est 

pas transcrit. Ce variant a in vitro une activité inhibitrice plus importante sur CLOCK et BMAL1, 

due à une affinité accrue avec BMAL1, ce qui conduit à un allongement de la période de 

l’horloge moléculaire observée dans des cellules MEF (Mouse Embryonic Fibroblast) 

exprimant le rapporteur Bmal1:luciferase, pouvant expliquer un retard de phase de sommeil 

(Patke et al., 2017). Aucun modèle animal n’a pour le moment été utilisé pour valider cette 

théorie. 

B. Organisation du système circadien des mammifères 

 Chez les mammifères, l’organisation du système circadien est bien décrite et 

considérée comme hiérarchique : ce système est articulé autour d’une horloge principale, le 

noyau suprachiasmatique, qui coordonne aux signaux extérieurs lumineux les autres horloges 

de l’organisme appelées horloges périphériques. Le noyau surprachiasmatique coordonne les 

horloges de l’organisme, comme celle présente dans la glande pinéale, via des voies nerveuses 

et hormonales et reçoit les informations lumineuses provenant exclusivement d’une 

population de cellules de l’œil, les ipRGCs (« intrinsically photosensitive Retinal Ganglion 

Cells ») (Fig 6.A). 
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Figure 6 : Le système circadien des mammifères est organisé autour d’une horloge principale, le 
noyau suprachiasmatique (SCN) 
A. Chez les mammifères, l’horloge principale (SCN, en vert), coordonne les horloges de l’organisme 
pour générer des rythmes circadiens. La lumière influe sur le SCN via des une population de cellules 
de la rétine, les ipRGCs (en bleu). B. Schéma simplifié de l’organisation du SCN (en vert). La partie 
cœur du SCN contient des neurones VIP et GRP et reçoit des afférences de la rétine (en bleu). La 
partie coquille contient principalement des neurones AVP et est à l’origine de la plupart des 
efférences du SCN. C. Schéma simplifié des projections du SCN, adapté de Dibner et al., 2010. Le 
SCN envoie des projections dans l’hypothalamus : zone subparaventriculaire (sPVZ), noyau 
préoptique ventrolatéral (POA), noyau du lit de la strie terminale (BNST), septum latéral (LS), 
hypothalamus dorsomédian (DMH), noyau arqué (ARC), hypothalamus postérieur (HP) ; il envoie 
également des projections dans le noyau paraventriculaire (PVT) du thalamus et de façon indirecte 
(flèche pointillée) vers la glande pinéale (GP). 
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1. Un système organisé autour d’une horloge principale, le SCN 

 Tandis que chez la drosophile, les neurones clock forment un réseau de différentes 

populations de neurones latéraux et dorsaux impliqués dans différents aspects de la 

régulation des rythmes circadiens, chez les mammifères ils sont compris dans une structure, 

le noyau suprachiasmatique (SCN). Le SCN comprend deux clusters de neurones localisés dans 

l’hypothalamus au-dessus du chiasma optique, qui possèdent chacun environ 10 000 

neurones. Il est a été identifié comme l’horloge principale chez les mammifères dans les 

années 1970 par des études de lésions. En effet il a été observé que la lésion du SCN entraîne 

une arythmie de l’activité locomotrice des hamsters en DD, et que la transplantation d’un SCN 

d’un hamster mutant ayant une période endogène courte (mutant tau, période d’environ 20h) 

permet de restaurer le rythme de l’activité locomotrice des hamsters lésés, et ce avec la 

période endogène de l’individu donneur. Ces observations ont ensuite été répétées chez 

d’autres espèces comme la souris et le rat (Dibner et al., 2010). Plusieurs cas d’altération de 

la région du SCN chez des patients (tumeur, lésion) corrèle avec des altérations de certains 

rythmes circadiens (Haugh and Markesbery, 1983; Schwartz et al., 1986; Cohen and Albers, 

1991; DelRosso et al., 2014), indiquant une conservation du rôle du SCN chez les humains. 

Chez les mammifères étudiés, le SCN présente des oscillations circadiennes au niveau 

moléculaire et cellulaire qui persistent de façon autonome, comme l’expression des gènes de 

l’horloge circadienne moléculaire, la sécrétion de neuropeptides et neurotransmetteurs ou 

encore l’activité électrique de ses neurones (Dibner et al., 2010). Le SCN peut être 

anatomiquement divisé en une partie ventrolatérale appelée cœur, qui contient des neurones 

à peptide vasoactif intestinal (VIP) et des neurones libérant la gastrine (GRP), et une partie 

dorsomédiane appelée coquille, contenant principalement des neurones à vasopressine 

(AVP). La partie cœur reçoit des afférences directes et indirectes (par le biais des feuillets 

intergéniculés) de la rétine, ce qui permet son photoentrainement, et la partie coquille est 

synchronisée par la partie cœur grâce à différents neurotransmetteurs comme le VIP, la GRP 

et la substance P. La partie cœur est ainsi considérée comme la partie intégrant les signaux 

extérieurs et la partie coquille comme celle à l’origine de la plupart des efférences du SCN  (Xie 

et al., 2019) (Fig 6.B). 

2. Influence du SCN sur les horloges périphériques 

 Le SCN a longtemps été considéré comme le seul organe possédant une horloge 

circadienne pouvant osciller de manière autonome et qui était nécessaire pour que les 

horloges périphériques oscillent. Cependant il s’avère que l’on peut observer la persistance 
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d’oscillations moléculaires de gènes de l’horloge, grâce à un rapporteur luciférase, dans des 

tissus périphériques après lésion du SCN ou lorsqu’ils sont isolés (Yoo et al., 2004). Ces 

oscillations ne sont cependant plus en phase entre les différents tissus, et le SCN serait donc 

un coordinateur des différentes horloges de l’organisme, permettant de synchroniser les 

horloges périphériques entre elles tout en tenant compte des conditions environnementales. 

Cette coordination est possible par le biais de voies hormonales et nerveuses : en effet, la 

transplantation d’un SCN entouré d’une membrane semi-perméable, qui empêche le 

développement d’axones, peut toujours rétablir un rythme de l’activité locomotrice, ce qui 

suggère un rôle crucial de facteurs diffusibles. Cependant la transplantation d’un SCN 

embryonnaire, qui établit très peu de connexions neuronales, n’est pas suffisante pour 

rétablir des rythmes circadiens hormonaux, suggérant un rôle important des influx neuronaux 

(Li et al., 2012). Le SCN est donc source de messages hormonaux et nerveux, détaillés dans les 

paragraphes suivants. 

a) Influences nerveuses du SCN 

 Le SCN envoie principalement des projections neuronales dans l’hypothalamus et les 

noyaux thalamiques (Dibner et al., 2010) (Fig 6.C). Dans l’hypothalamus, il projette 

majoritairement dans la zone subparaventriculaire (sPVZ), impliquée dans le contrôle des 

rythmes de température, sommeil et activité locomotrice (Vujovic et al., 2015), mais 

également dans le noyau préoptique ventrolatéral (POA), un petit cluster de neurones 

régulateurs du sommeil (Brown et al., 2012), le noyau du lit de la strie terminale (BNST), une 

structure hétérogène et complexe qui joue un rôle important dans le contrôle d’un large 

spectre de fonctions physiologiques et comportementales (Crestani et al., 2013), le septum 

latéral (LS), qui joue un rôle clef dans la réponse au stress et le processus émotionnel 

(Singewald et al., 2011), l’hypothalamus dorsomédian (DMH), qui lorsqu’il est lésé entraîne 

une atténuation des rythmes de sommeil, d’activité locomoteur et de prise de nourriture 

(Chou et al., 2003), le noyau arqué (ARC), impliqué dans la régulation de la prise de nourriture 

et la régulation du rythme de température et de l’activité locomotrice (Wiater et al., 2013) et 

l’hypothalamus postérieur (HP), qui contient des neurones à hypocrétine et à MCH (melanin-

concentrating hormone) impliquées dans la régulation du sommeil et de l’éveil (Abrahamson 

et al., 2001). Dans le thalamus, le SCN envoie des projections dans le noyau paraventriculaire 

(PVT), qui innerve diverses régions impliquées dans la régulation de comportements (Kirouac, 

2015). Le SCN, par une voie multi-synaptique, innerve également la glande pinéale. Cette 

structure sécrète la mélatonine de façon circadienne. Ce rythme de sécrétion est dépendant 
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du SCN, puisqu’une lésion de cette structure entraine l’arythmie de la sécrétion de mélatonine 

(Meyer-Bernstein et al., 1999). La mélatonine est sécrétée la nuit que l’espèce soit diurne ou 

nocturne, et sa sécrétion est inhibée par la lumière : elle est donc considérée comme un signal 

d’obscurité plutôt que comme l’hormone du sommeil. La mélatonine possède deux récepteurs 

(MT1 et MT2), notamment présents au niveau du SCN. L’administration de mélatonine in vitro 

induit l’inhibition de l’activité électrique du SCN via les récepteurs MT1, et un décalage de 

phase de cette activité électrique, probablement via les récepteurs MT2 (Sapède and Cau, 

2013). In vivo, un traitement à la mélatonine est capable d’entraîner ou de décaler les rythmes 

de veille/sommeil chez les rats et les humains (Arendt, 2019). La glande pinéale, via la 

sécrétion de mélatonine, pourrait donc avoir un rôle de feedback sur le SCN. 

b) Influences hormonales du SCN 

 D’autres molécules directement produites par le SCN pourraient posséder un rôle de 

synchronisation des horloges périphériques, c’est le cas de l’AVP, la prokineticine 2 (Prok2), le 

Transforming Growth Factor α (TGFα) et le cardiotrophin-like-cytokine (CLC). La transcription 

du gène de l’AVP est rythmique et régulée par l’horloge moléculaire dans le SCN, et ce 

neurotransmetteur pourrait être impliqué dans la synchronisation des neurones du SCN et la 

régulation circadienne des rythmes hormonaux. Les ARNm de la Prok2 oscillent également 

dans le SCN : ils sont fortement exprimés pendant le jour et leur transcription est aussi régulée 

par l’horloge circadienne. L’injection de Prok2 dans le ventricule latéral de rats durant leur 

phase d’activité (la nuit) inhibe leur activité locomotrice, et les souris mutantes pour le gène 

codant pour Prok2 ont un rythme atténué d’activité locomotrice, de température, et de 

sécrétion de glucose. L’injection de TGFα dans le troisième ventricule inhibe quant à elle 

l’activité locomotrice et dérégule les rythmes veille/sommeil. De la même façon, l’injection de 

CLC inhibe également l’activité locomotrice (Li et al., 2012). Le SCN, via des facteurs secrétés, 

peut donc agir sur des rythmes circadiens comme l’activité locomotrice ou les rythmes 

veille/sommeil pour les moduler. 

3. Influence de la lumière sur le SCN : la rétine 

 Bien qu’une étude parue dans Science en 1998 décrive qu’une lumière placée sous le 

genou puisse provoquer un décalage de phase des rythmes de température corporelle chez 

l’humain (Campbell and Murphy, 1998), elle a depuis été largement disputée (Wright and 

Czeisler, 2002; Rüger et al., 2003), et chez les mammifères l’information lumineuse 

permettant le photoentrainement semble provenir uniquement de l’œil. En effet, le rythme 

de l’activité locomotrice de souris sauterelles nocturnes (Onychomys leucogaster) et  
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Figure 7 : Structure de l’œil et de la rétine des vertébrés mammifères 
A. L’œil des vertébrés est composé de plusieurs structures, dont la cornée, l’iris, le cristallin, et la 
rétine, qui contient des cellules dont les axones forment le nerf optique. B. La rétine des vertébrés 
est composée de trois couches : la couche des photorécepteurs, des interneurones et des cellules 
ganglionnaires de la rétine (RGCs), dont les axones forment le nerf optique. La couche des 
interneurones contient des cellules bipolaires (en blanc), des cellules horizontales (en gris en contact 
avec les photorécepteurs) et des cellules amacrines (en gris en contact avec les RGCs). 
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d’écureuils terrestres à manteau doré diurnes (Spermophilus lateralis) ayant subi une double 

énucléation n’est plus photoentrainé : en LD, l’activité n’est plus en phase avec le cycle 

d’illumination et oscille avec la période endogène de l’horloge (moins de 24h pour les souris, 

plus de 24h pour les écureuils) comme si les individus se trouvaient dans le noir complet 

(Nelson and Zucker, 1981). De même une énucléation rend les souris totalement insensibles 

à l’effet d’un pulse de lumière lors de l’expérience de phase shift (Freedman et al., 1999), et 

certains patients aveugles ont des rythmes de température corporelle et de sécrétion de 

mélatonine désynchronisés par rapport au rythme jour/nuit (Sack and Lewy, 2001). Les 

cellules impliquées dans le photoentrainement représentent une population particulière de 

cellules de la rétine appelées ipRGCs (« intrinsically photosensitive Retinal Ganglion Cells ») 

qui seront décrites plus tard. 

C. Mécanisme de photoentrainement des rythmes circadiens 

chez les mammifères 

1. Structure de la rétine 

 Pour mieux comprendre quelles cellules sont impliquées dans le photoentrainement 

chez les mammifères, il est nécessaire de décrire la composition de l’œil et plus 

particulièrement de la rétine, et le fonctionnement de ses différentes cellules. 

 L’œil des vertébrés à mâchoires (gnathostomes) diffère très peu entre les espèces et 

est composé de plusieurs structures. Ainsi la cornée est la première structure qui est traversée 

par la lumière et fait converger les rayons lumineux vers le cristallin. Cette lentille, dont la 

taille est contrôlée par l’iris, permet de concentrer et projeter les rayons lumineux sur la 

rétine, qui constitue la partie photosensible de l’œil (Fig 7.A).  

 La rétine est composée de plusieurs types cellulaires disposés en trois 

couches principales communiquant entre elles (Fig 7.B). La lumière passe ainsi à travers ces 

différentes couches pour atteindre les photorécepteurs classiques, qui détectent la lumière et 

transmettent l’information via influx nerveux aux cellules bipolaires. Ces dernières servent de 

relais direct entre les photorécepteurs classiques et les cellules ganglionnaires, des neurones 

de projection qui vont intégrer et relayer l’information du signal lumineux à différentes 

régions cérébrales. D’autres types de cellules sont présents dans la couche contenant les 

cellules bipolaires, qui vont moduler l’information du signal lumineux : les cellules 

horizontales, en contact avec les photorécepteurs classiques et les cellules bipolaires, et les 

cellules amacrines, en contact avec les cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires.  
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Figure 8 : Mécanisme de phototransduction 
A. Mécanisme de phototransduction au sein de la rétine : dans l’obscurité, les photorécepteurs 
libèrent du glutamate (en bleu). Les cellules bipolaires LIGHT ON possèdent des récepteurs 
métabotropes, le glutamate est ainsi perçu comme inhibiteur et induit l’hyperpolarisation de la 
cellule bipolaire. Cette dernière va réduire sa libération de glutamate, ce qui va induire à son tour 
l’hyperpolarisation de la cellule ganglionnaire associée. Les cellules bipolaires LIGHT OFF possèdent 
quant à elles des récepteurs inotropes, le glutamate est ainsi perçu comme excitateur et va induire 
la dépolarisation de la cellule bipolaire. Cette dernière va augmenter sa libération de glutamate, ce 
qui va induire la dépolarisation de la cellule ganglionnaire associée. Le processus inverse se déroule 
lorsque le photorécepteur est à la lumière (cellules LIGHT ON activées et cellules LIGHT OFF 
inhibées). Les cellules ganglionnaires LIGHT ON ont généralement leurs dendrites dans la couche la 
plus interne de la couche plexiforme tandis que les LIGHT OFF ont leurs dendrites dans la couche la 
plus externe de cette couche. B. Cascade de phototransduction induite par une opsine ciliée. Dans 
l’obscurité, le cGMP (boules blanches vides) est présent en grande quantité et permet l’ouverture 
des canaux ioniques Na+/Ca2+. La lumière induit l’activation de l’opsine et de sa protéine Gt, qui va 
activer une phosphodiesterase (PDE). Celle-ci va hydroliser le cGMP en GMP. Le cGMP ne sera plus 
en quantité suffisante pour permettre l’ouverture des canaux ioniques, ce qui va faire chuter la 
concentration de cations (en gris) et induire l’hyperpolarisation de la cellule. C. Cascade de 
phototransduction induite par une opsine rhabdomérique. Dans l’obscurité, les canaux TRP sont 
fermés ce qui ne permet pas l’entrée de cations (en gris). La lumière active l’opsine et sa protéine 
Gαq, qui active la phospholipase C (PLC). Celle-ci transforme le PiP2 and DAG et IP3 qui permettent 
l’ouverture des canaux TRP et donc l’influx de cations dans la cellule, ce qui induit la dépolarisation 
de cette cellule. 
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a) Phototransduction dans la rétine 

 La conversion du signal lumineux en signal électrique, appelé phototransduction, se 

passe ainsi dans la rétine (Fig 8.A) : dans l’obscurité, les photorécepteurs (cônes et bâtonnets) 

libèrent du glutamate. Selon le type de récepteur au glutamate que la cellule bipolaire en 

contact avec le photorécepteur possède à sa membrane, le glutamate sera soit perçu comme 

inhibiteur (récepteur métabotrope) ou excitateur (récepteur ionotrope). Ainsi si la cellule 

possède un récepteur de type métabotrope, le glutamate va induire l’hyperpolarisation de la 

cellule bipolaire (cellule LIGHT ON). Cette dernière va réduire sa propre libération de 

glutamate, ce qui va entraîner à son tour l’hyperpolarisation de la cellule ganglionnaire 

associée (cellule LIGHT ON). Si au contraire la cellule bipolaire possède un récepteur de type 

ionotrope, le glutamate libéré par le photorécepteur va induire la dépolarisation de la cellule 

bipolaire, qui va augmenter sa propre libération de glutamate (cellule LIGHT OFF). Cela va 

ensuite induire l’hyperpolarisation de la cellule ganglionnaire associée (cellule LIGHT OFF). Le 

processus inverse se déroule à la lumière. Les cellules LIGHT OFF sont donc activées dans 

l’obscurité et les cellules LIGHT ON sont activées par la lumière. Les cellules bipolaires et 

ganglionnaires entrent en contact via une couche appelée couche plexiforme interne. De 

manière générale, les cellules bipolaires LIGHT OFF font synapse avec les cellules 

ganglionnaires dans la partie externe de la couche plexiforme interne (sous-couche LIGHT 

OFF) et les cellules bipolaires LIGHT ON dans la partie interne de cette même couche (sous-

couche LIGHT ON). 

b) Cascade de phototransduction au sein de la cellule 

 La photosensibilité des photorécepteurs repose sur la présence d’opsines, des 

protéines photosensibles présentes à leur surface membranaire. Ces opsines sont 

généralement distribuées dans des repliements formés par la membrane apicale des 

photorécepteurs. Les opsines font partie de la famille des Récepteurs Couplés aux Protéines 

G (RCPG) à 7 domaines transmembranaires, qui, lorsqu’elles sont liées à un chromophore, 

forment un photopigment et sont capables de phototransduction, c’est-à-dire de convertir un 

signal lumineux en signal électrique dans la cellule qui les exprime. Le chromophore confère 

ainsi la sensibilité à la lumière et l’opsine l’environnement nécessaire à l’absorption d’une ou 

plusieurs longueurs d’onde particulière. En réaction à l’absorption d’un photon, le 

chromophore change de conformation (isomérisation de cis à all-trans), et l’opsine passe d’un 

état de repos à un état activé. Cela induit l’activation de la protéine G, qui déclenche à son 

tour une cascade de signalisation différente selon le sous-type de protéine G et conduit à une 
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réponse cellulaire associée (Fig 8.B-C). Les opsines ciliées, comme celles trouvées dans les 

photorécepteurs classiques de la rétine des vertébrés, possèdent une protéine G de classe Gt 

(transducine), qui va activer une phosphodiesterase responsable de l’hydrolysation du cGMP. 

La concentration de cGMP va ainsi chuter dans la cellule, ce qui va induire la fermeture de 

canaux ioniques Na+/Ca2+. Ces cations ne vont plus pouvoir entrer dans la cellule et celle-ci va 

alors hyperpolariser en réponse à un signal lumineux (Fig 8.B). Au contraire, les opsines 

rhabdomériques contenant une protéine G de classe Gαq, comme les rhodopsines des 

drosophiles, induisent la dépolarisation de la cellule en réponse à la lumière : cette protéine 

G active la phospholipase C qui hydrolyse le PiP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en 

DAG (diacylglycerol) et IP3 (triphosphate d'inositol). Cela va conduire à l’ouverte de canaux 

ioniques TRP (transient receptor potential) et à l’influx de cations qui induisent la 

dépolarisation du photorécepteur (Fig 8.C). 

2. Les cellules ganglionnaires à mélanopsine (ipRGCs) 

 Puisque l’énucléation des souris conduit à une totale abolition du phase shift mais que 

ce phase shift n’est pas affecté en l’absence des photorécepteurs classiques (cônes et 

bâtonnets), cela signifie que d’autres cellules photosensibles existent dans la rétine 

(Freedman et al., 1999). De plus, si certains patients aveugles présentent une 

désynchronisation de leurs rythmes circadiens de la température corporelle et de leur 

sécrétion de mélatonine avec le rythme jour/nuit, d’autres sont capables d’avoir des rythmes 

de veille/sommeil et de sécrétion de mélatonine entrainés au rythme jour/nuit. Une lumière 

est capable d’inhiber la sécrétion de mélatonine chez ces derniers patients, mais uniquement 

si leurs yeux ne sont pas couverts. Cela confirme donc que des cellules de l’œil autres que 

celles impliquées dans la vision sont photosensibles et capables de médier le 

photoentrainement de l’horloge circadienne (Czeisler et al., 2009; Sack and Lewy, 2001). 

a) Description de la mélanopsine et des ipRGCs 

 Ce nouveau type cellulaire de la rétine correspond à une population de cellules 

ganglionnaires exprimant une opsine sensible à la lumière bleue, la mélanopsine. Ces cellules 

sont nommées ipRGCs pour « intrinsically photosensitive Retinal Ganglion Cells » (Fig 9.A). 

Cette opsine particulière a été découverte en 1998 dans des cellules dermiques 

photosensibles de Xenopus Laevis, appelées mélanophore, et a été nommée en conséquence 

mélanopsine (Provencio et al., 1998). Contrairement aux opsines exprimées dans les 

photorécepteurs classiques de la rétine, la mélanopsine est une opsine de type 

rhabdomérique. Elle permet aux cellules ganglionnaires qui l’expriment d’acquérir une 
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photosensibilité directe à la lumière bleue (elles présentent un pic d’absorbance à une lumière 

d’environ 480nm dépendante de l’expression de la mélanopsine) (Berson et al., 2002; Lucas 

et al., 2003). Comme chez les autres mammifères étudiés, les ipRGCs recoivent l’information 

lumineuse leur provenant des photorécepteurs classiques de la rétine (cônes et bâtonnets) : 

en mesurant l’activité électrique des cellules à partir d’explants de rétine humaines, on peut 

observer que les ipRGCs sont activés par un pulse de lumière même si la neurotransmission 

provenant des photorécepteurs est bloquée. Cependant cette activation est absente de façon 

réversible en présence d’une drogue inhibant l’activité de la mélanopsine (Mure, 2021). Les 

ipRGCs différent des photorécepteurs de la rétine non seulement par leur morphologie mais 

aussi par la cinétique de leur réponse à la lumière: leur seuil de réponse est plus élevé, elles 

répondent de façon plus lente et plus soutenue et dépolarisent en réponse à la lumière en 

utilisant une voie de phototransduction de type rhabdomérique (Berson et al., 2002; Lucas et 

al., 2003; Panda et al., 2005; Qiu et al., 2005).  

 Ces photorécepteurs atypiques transmettent l’information du signal lumineux grâce 

au neurotransmetteur excitateur utilisé par la majorité des cellules ganglionnaires, le 

glutamate. Ils ont également la particularité d’utiliser à la fois le glutamate et le PACAP 

(pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) comme neurotransmetteur et/ou 

neuromodulateur de la réponse au glutamate (Moldavan et al., 2018). Si la plupart des ipRGCs 

semblent être excitateurs, il a cependant été récemment décrit que certains ipRGCs 

secrétaient du GABA, un neurotransmetteur de type inhibiteur (Sonoda et al., 2020).  

b) Cibles des ipRGCs et sous-types de ipRGCs 

L’utilisation d’animaux transgéniques et de traceurs antérogrades injectés dans l’œil a permis 

de démontrer que les ipRGCs innervaient de nombreuses structures cérébrales impliquées 

dans des fonctions visuelles et non visuelles, dont le SCN. Contrairement à ce qui était pensé 

lors de leur découverte, les ipRGCs ne constituent pas une population de cellules homogènes 

et il existe au moins six populations d’ipRGCs caractérisées chez la souris (notées M1 à M6), 

qui présentent des morphologies, ramifications dendritiques, réponses à la lumière et cibles 

distinctes (voir Sonoda and Schmidt, 2016; Quattrochi et al., 2019 et leur références pour une 

description détaillée des types d' ipRGCs et leurs projections). (Fig 9.B) Chez les humains, des 

ipRGCs semblables aux M1, M2, M3 et M4 ont été identifiés sur leur ressemblance 

morphologique avec les ipRGCs murins (Mure, 2021). 

 La population des ipRGCs M1 fut la première décrite et la mieux caractérisée. Ces 

ipRGCs au petit corps cellulaire sont ceux qui expriment le plus fort taux de mélanopsine et  
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Figure 9 : Les ipRGCs sont une population hétérogène de RGCs exprimant la mélanopsine qui 
projettent vers différentes structures 
A.  Les ipRGCs constituent une population de RGCs exprimant la mélanopsine. B. Six types de 
populations d’ipRGCs (M1 à M6) sont décrites selon leur morphologie, ramifications dendritiques 
(sous couches ON ou OFF), réponse à la lumière et projections. OPN : noyau olivaire prétectal, SC : 
colliculus supérieur, VLPO : noyau préoptique ventrolatéral, AH : hypothalamus antérieur, VMH : 
noyau ventro médian de l’hypothalamus, PHb : noyau périhabenulaire du thalamus, MA : amygdales 
médianes, PLi : noyau postérieur limitans, SO : noyau supraoptique, SCN : noyau suprachiasmatique, 
IGL : feuillets intergéniculés, LGN : noyau géniculé latéral, PPN : noyau prétectal postérieur. 
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qui ont la réponse intrinsèque à la lumière la plus importante. Bien qu’ils possèdent des 

ramifications dendritiques dans la sous-couche « OFF » de la couche plexiforme interne de la 

rétine, des expériences d’électrophysiologie chez le rat avec l’aide de différents inhibiteurs 

pharmacologiques ont montré que ces ipRGCs recevaient principalement des signaux 

provenant de cellules bipolaires de type « ON ». Ces signaux leur permettent de répondre plus 

rapidement à la lumière avec un seuil de sensibilité plus bas par rapport à la réponse 

intrinsèque des ipRGCs. La photosensibilité intrinsèque des ipRGCs M1 permet quant à elle 

d’avoir une réponse plus longue et soutenue à un signal lumineux que celles des cellules 

ganglionnaires non photosensibles (Wong et al., 2007). Les ipRGCs M1 peuvent être subdivisés 

en deux sous-classes selon qu’ils expriment ou non le facteur de transcription Brn3b (Pou4f2). 

Grâce à la combinaison de lignées transgéniques Opn4cre et Opn4tau-LacZ permettant de suivre 

les projections des ipRGCs M1 exprimant ou non le transgène Brn3bZ-dta , utilisé pour détruire 

les cellules Brn3b+ avec la toxine dipthérique, Li et Schmidt ont décrit les différentes 

projections des ipRGCs M1 Brn3b+ et Brn3b- (Li and Schmidt, 2018). Les ipRGCs M1 Brn3b+ 

projettent ainsi sur le noyau olivaire prétectal, impliqué dans le réflexe pupillaire (contraction 

de la pupille en réponse à la lumière) (Klooster et al., 1995) ; le colliculus supérieur, impliqué 

dans la régulation non circadienne du sommeil et l’exécution des réflexes visuels (mouvement 

oculaires et de la tête) (Zhang et al., 2019); le noyau préoptique ventrolatéral, un petit cluster 

de neurones régulateurs du sommeil (Brown et al., 2012); l’hypothalamus antérieur impliqué 

dans la régulation du sommeil et de la de la température (Giustina et al., 2017) ; le noyau 

ventro-médian de l’hypothalamus, impliqué entre autre dans la régulation de l’appétit et la 

mémoire (Giustina et al., 2017) ; le noyau périhabenulaire du thalamus, qui projette vers des 

centres impliqués dans la régulation de l’humeur (Fernandez et al., 2018) ; les amygdales 

médianes, activées par le stress et qui font partie d’un centre de médiation de traitement et 

réponse au stress (Davern and Head, 2011); le noyau postérieur limitans, une zone de 

transition entre le pretectum et le thalamus (Márquez-Legorreta et al., 2016); et le noyau péri-

supraoptique, une région dorsale au noyau supraoptique (Hattar et al., 2006). Les ipRGCs M1 

Brn3b- projettent quant à eux principalement vers le SCN, organe central de la régulation des 

rythmes circadiens (Hattar et al., 2006). Les deux sous-classes de ipRGCs M1 ont peu de cibles 

en commun : ce sont les feuillets intergéniculés, qui intègrent et transmettent des signaux 

lumineux et non lumineux au SCN (Janik and Mrosovsky, 1994), et le noyau géniculé latéral, 

qui relaie les informations lumineuses au cortex visuel (Reid and Usrey, 2013).  
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 Les ipRGCs de type M2 présentent des dendrites plus larges et ramifiées que les M1, 

et connectent les cellules bipolaires dans la sous-couche « ON » de la couche plexiforme 

interne. Leur réponse intrinsèque à la lumière est plus faible que les ipRGCs M1, et leur 

sensibilité repose en grande partie sur l’intégration de l’information lumineuse provenant des 

cônes et bâtonnets. Ils projettent sur le SCN (Baver et al., 2008), le noyau olivaire prétectal, le 

colliculus supérieur et le noyau géniculé latéral. 

 Les ipRGCs de type M3 ont la particularité d’être bistratifiés : s’ils présentent des 

dendrites à la fois dans les sous-couches « ON » et  « OFF », ils reçoivent cependant 

principalement des signaux provenant de cellules bipolaires de type « ON » (Schmidt and 

Kofuji, 2011). Les projections de ces cellules ne sont pas décrites pour le moment. 

 Les ipRGCs M4, au large corps cellulaire, connectent les cellules bipolaires dans la sous-

couche « ON » et présentent l’arborisation la plus ramifiée des ipRGCs. Leur sensibilité 

lumineuse intrinsèque est encore plus faible que celle des ipRGCs M2. Ils projettent sur le 

colliculus supérieur et le noyau géniculé latéral. 

 Les ipRGCs de type M5 ont leurs dendrites dans la sous-couche « ON » et semblent 

avoir une faible réponse lumineuse intrinsèque. Leurs cibles sont le noyau olivaire prétectal, 

les feuillets intergéniculés, le noyau géniculé latéral, et le noyau prétectal postérieur impliqué 

dans le réflexe pupillaire (Rj and H, 1985). 

 Le dernier type d’ipRGC identifié est le type M6. Ces cellules reposent peu sur leur 

sensibilité intrinsèque pour détecter la lumière et semblent projeter sur les mêmes cibles que 

les ipRGCs de type M5. Comme les ipRGCs de type M2, elles sont bistratifiées, et reçoivent 

principalement des signaux provenant de cellules bipolaires de type « ON » (Quattrochi et al., 

2019).  

3. Mécanisme de photoentrainement 

 Chez les mammifères, les ipRGCs sont au cœur du mécanisme de photoentrainement 

de par leur propre photosensibilité mais aussi par l’intégration de l’information lumineuse leur 

provenant des cônes et des bâtonnets. En effet les souris mutantes pour la mélanopsine 

présentent un décalage de phase diminué dans les expériences de phase shift (Panda et al., 

2002). Bien qu’il soit affecté, ce décalage de phase est toujours présent et il est nécessaire 

qu’à la fois la détection de la lumière dans les photorécepteurs classiques de la rétine, par 

mutation de gènes clefs de leur phototransduction, et des ipRGCs, par mutation du gène de 

mélanopsine, soit abolie (Hattar et al., 2003), ou que la neurotransmission des ipRGCs soit 

bloquée grâce la toxine botulique (Kofuji et al., 2016) pour que le photoentrainement soit  
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Figure 10 : Les ipRGCs sont au cœur du photoentrainement de l’activité locomotrice via 
l’information lumineuse perçue de façon intrinsèque (mélanopsine) et celle provenant des 
photorécepteurs classiques de la rétine 
A. Situation wild-type : un pulse de lumière en début de nuit subjective induit un retard de phase 
de l’activité locomotrice. B. Les souris mutantes pour la mélanopsine (opn4-/-), dans lesquelles les 
ipRGCs ont perdus leur photosensibilité intrinsèque (en rose), présentent un retard de phase 
toujours présent mais diminué. (C-D) Il est nécessaire que les ipRGCs soient absents ou que la 
neurotransmission des ipRGCs soit bloquée pour n’observer aucun photoentrainement (dans ce cas, 
absence d’entrainement au cycle LD appelé free run). 
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absent. Dans ces conditions, l’activité locomotrice est en « free-run » en LD (Fig 10). Les 

ipRGCs semblent également être au cœur du photoentrainement chez les humains, puisque 

la perte d’ipRGCs corrèle avec l’âge et Parkison, conditions dans lesquelles une altération des 

rythmes circadiens est observée (Esquiva et al., 2017; Ortuño-Lizarán et al., 2018). De plus un 

variant de la mélanopsine, qui la rendrait moins sensible à la lumière, est associé au syndrome 

SAD (seasonal affective disorder), dans lequel les patients souffrent de dépression lors de 

l’automne et de l’hiver lorsque la luminosité est moindre (Roecklein et al., 2009, 2013). 

a) Sous type d’ipRGCs impliqué dans le photoentrainement 

 Dans les modèles murins, lorsque tous les ipRGCs qui expriment brn3b sont ablatés de 

façon chimique (grâce à la combinaison des transgènes opn4Cre/+; brn3bZ-dta/+, où la toxine 

diphtérique est exprimée dans les cellules opn4+ /brn3b+), la lumière est toujours capable 

d’induire un décalage de phase de l’activité locomotrice des souris portant les transgènes, et 

ce avec la même intensité que les souris contrôles (Chen et al., 2011). Les ipRGCs au cœur du 

photoentrainement semblent donc être les ipRGCs qui n’expriment pas brn3b. Ces ipRGCs 

représentent une population d’ipRGCs de type M1 et possiblement de type M2 (Berg et al., 

2019), qui innervent le SCN et les feuillets intergéniculés.  

b) Mécanisme de photoentrainement des ipRGCs au sein du SCN 

 Pour procéder au photoentrainement des rythmes circadiens, les ipRGCs transmettent 

l’information du signal lumineux au SCN via la libération de glutamate et de PACAP, qui vont 

activer les récepteurs NMDA (Methyl-D-Aspartate) présents à la surface des neurones VIP du 

SCN et induire un flux de calcium dans ces neurones (Fig 11). Cet influx de calcium va alors 

activer des voies de signalisation, comme celle des ERK (extracellular signal-regulated kinases), 

MAPK (Mitogen-activated protein kinases), PKA (protéine kinases A) ou CaMK 

(calcium/calmodulin dependent protein kinases), qui vont résulter en la phosphorylation de 

CREB (cAMP response element binding protein). CREB phosphorylé va ensuite pouvoir se fixer 

à l’élément CRE (calcium/cAMP response element) pour activer l’expression de gènes cibles, 

dont le gène de réponse immédiate cfos mais aussi des gènes de l’horloge moléculaire, comme 

per1 et per2, aussi bien chez les mammifères diurnes que nocturnes (Challet, 2007; Liu and 

Panda, 2017). Lorsque la neurotransmission est spécifiquement bloquée dans les ipRGCs 

(grâce à l’expression de la toxine tétanique qui bloque la libération de neurotransmetteurs), 

l’activation des neurones du SCN par la lumière, observée par le marqueur cfos, est perdue 

(Kofuji et al., 2016). Certains ipRGCs libèrent également un neurotransmetteur inhibiteur, le 

GABA, qui permet d’abaisser la sensibilité du système circadien à la lumière, ce qui permet  
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Figure 10 : Mécanisme de photoentrainement au sein du SCN 
Suite à leur activation par la lumière, les ipRGCs (en bleu) libèrent du PACAP (boules noires) qui 
activent les récepteurs NMDA à la surface des cellules VIP du SCN. Cette activation conduit à 
l’ouverture des canaux calciques. L’influx de calcium induit différentes voies de signalisations pour 
phosphoryler CREB. CREB phosphorylé va pouvoir pénétrer dans le noyau pour induire l’expression 
de différents gènes (comme cfos, per1 et per2) via l’élément CRE. 
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probablement que l’horloge circadienne ne soit pas affectée par de trop faibles fluctuations 

de luminosité (Sonoda et al., 2020). 

c) Mécanisme moléculaire du photoentrainement : les gènes per 

 Chez les mammifères, les gènes per semblent être au cœur du mécanisme de 

photoentrainement. En effet, les souris mutantes pour per1 ne présentent pas d’avance de 

phase de l’activité locomotrice suite à l’administration d’un pulse de lumière en fin de nuit à 

CT22, tandis que les souris mutantes pour per2 ne présentent pas de retard de phase suite à 

l’administration d’un pulse de lumière en début de nuit à CT14 (Albrecht et al., 2001). Cela 

coïncide avec l’induction de l’expression de ces gènes dans la coquille du SCN : per1 y est ainsi 

induit par un pulse de lumière administré à CT22 tandis que per2 y est induit par un pulse de 

lumière administré à CT14 comme observé par hybridation in situ chez la souris. De façon 

intéressante, les gènes per sont très peu induits par la lumière pendant le jour subjectif et 

fortement exprimés pendant cette période, ce qui corrèle avec le moment où un pulse de 

lumière n’est pas capable d’induire un décalage de phase de l’activité locomotrice (Yan and 

Silver, 2002). 

D. Autres rôles des cellules exprimant la mélanopsine et de la 

mélanopsine chez les mammifères 

 En plus de leur rôle clef dans le processus de photoentrainement, les ipRGCs et la 

mélanopsine sont également impliqués dans d’autres processus, dont le masking et la 

phototaxie (Fig 12). 

1. Masking 

 En condition LD, l’activité locomotrice est soumise à des effets indirects de la lumière, 

via son influence sur l’horloge circadienne, mais également à des effets de la lumière 

considérés comme directs. Ainsi une activité locomotrice rythmique en LD, c’est-à-dire plus 

élevée le jour que la nuit pour les espèces diurnes et inversement pour les espèces nocturnes, 

n’est pas forcément le reflet d’une horloge circadienne photoentrainée. Elle peut en effet être 

simplement la résultante des effets directs de la lumière, avec une élévation de l’activité 

locomotrice par une lumière pendant le jour pour les espèces diurnes et une diminution de 

l’activité locomotrice par cette même lumière pour les espèces nocturnes. On dit alors que la 

lumière masque de potentiels défauts de photoentrainement, et on appelle donc masking cet 

effet direct de la lumière sur l’activité locomotrice. 
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a) Mécanisme du masking 

 Le processus de masking et le circuit neuronal sous tendant n’est pas élucidé chez les 

mammifères. Ce processus semble cependant indépendant de l’horloge circadienne, 

puisqu’un pulse de lumière est capable d’induire une suppression de l’activité locomotrice de 

façon comparable entre des souris ayant une horloge circadienne non fonctionnelle et donc 

ayant une activité locomotrice arythmique en DD (souris double mutantes pour cry1/cry2 ou 

per1/per2) et des souris contrôles (Mrosovsky, 2001; Pendergast and Yamazaki, 2011). Ce 

processus ne semble également pas dépendre du SCN : bien que des expériences de lésion de 

ce noyau conduisent parfois à une activité locomotrice arythmique en LD, beaucoup 

d’expériences du même type décrivent la persistance de la rythmicité de l’activité locomotrice 

en LD. Ainsi en cycle ultradien (courtes alternances de lumière et d’obscurité), les hamsters 

ayant subi une lésion complète du SCN ont toujours une activité locomotrice 

préférentiellement pendant la phase d’obscurité du cycle (94.8+/-2% de leur activité se trouve 

pendant la phase d’obscurité) et semblent donc avoir un masking préservé (Redlin and 

Mrosovsky, 1999). Cette variabilité entre expériences pourrait être due à des dommages 

collatéraux induits par la lésion du SCN, qui toucheraient d’autres structures du thalamus 

impliquées dans le masking ou les afférences provenant de la rétine.  

b) Rôle des ipRGCs lors du masking 

 Différentes études soulignent le rôle essentiel des ipRGCs au cours du processus de 

masking, à la fois à travers leur photosensibilité intrinsèque et la transmission lumineuse des 

informations provenant des photorécepteurs classiques de la rétine. En effet les souris dont 

la phototransduction est à la fois affectée dans les photorécepteurs classiques de la rétine et 

mutantes pour opn4 ont une activité locomotrice qui free runne en LD. En cycle ultradien leur 

activité locomotrice est distribuée de façon aléatoire entre les phases de lumière et 

d’obscurité, contrairement aux souris contrôles qui présentent une activité 

préférentiellement pendant la phase d’obscurité (Hattar et al., 2003). Les mêmes résultats 

sont obtenus avec des souris dont la transmission neuronale provenant des ipRGCs est 

spécifiquement bloquée (Kofuji et al., 2016). Les ipRGCs impliqués dans le masking de l’activité 

locomotrice semblent être les mêmes que ceux impliqués dans le photoentrainement de 

l’activité locomotrice, à savoir les ipRGCs brn3b- M1 et M2 puisque les souris dans lesquelles 

les ipRGCs brn3b+ sont ablatés ont une activité similaire aux souris contrôles en conditions 

ultradiennes : elles ont une activité préférentiellement pendant la phase d’obscurité du cycle, 

avec des taux de préférence similaires entre souris sans ipRGCs brn3b+ et les souris contrôles  
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Figure 12 : Les ipRGCs et/ou la mélanopsine sont impliqué.e.s dans le photoentrainement, le 
masking et la phototaxie négative chez les mammifères 
Les ipRGCs sont impliqués dans le photoentrainement et le masking de l’activité locomotrice, et la 
mélanopsine dans la phototaxie négative chez les jeunes souris. 
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(Chen et al., 2011). La photosensibilité intrinsèque des ipRGCs est aussi impliquée dans le 

masking : bien qu’un premier article observe que le masking n’est pas affecté chez les souris 

mutantes pour opn4 (Panda et al., 2002), plusieurs autres articles montrent que ce processus 

est présent mais diminué dans les souris mutantes (Mrosovsky and Hattar, 2003; Panda et al., 

2003; Lupi et al., 2008).  

2. Phototaxie 

 Un autre processus impliquant la mélanopsine est la phototaxie, c’est-à-dire le 

mouvement vers une source de lumière si elle est positive, ou le mouvement hors de la 

lumière si elle est négative. En effet dès 6 jours, les souris montrent une phototaxie négative 

en tournant le dos à une lumière, et cette phototaxie est abolie chez les souris mutantes pour 

la mélanopsine (Johnson et al., 2010). C’est à notre connaissance la seule étude qui s’intéresse 

au rôle de la mélanopsine dans ce processus, et les circuits neuronaux impliqués ne sont pas 

connus. 
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IV. Les rythmes circadiens chez les vertébrés non 

mammifères (et non téléostéens) 

 Cette partie s’intéresse aux rythmes circadiens chez les vertébrés non mammifères (et 

non téléostéens, qui seront décrits plus tard). Peu de données sont disponibles sur ces espèces 

par rapport aux mammifères et aux téléostéens. La plupart des études portent sur des 

expériences d’ablations faites au XXème siècle pour décrypter l’organisation du système 

circadien chez ces espèces. 

A. Base génétique des rythmes circadiens des vertébrés non 

mammifères (et non téléostéens) 

 La base génétique de l’horloge circadienne est peu étudiée chez les vertébrés non 

mammifères et non téléostéens, et dans les espèces étudiées, les mêmes gènes que les 

mammifères ont été identifiés. 

 Ainsi le seul modèle reptile dans lequel l’horloge moléculaire a été étudiée est le lézard 

P.sicula, dans lequel l’expression de clock, per2, et cry1a a été identifié dans plusieurs tissus 

par RT-qPCR (cerveau, œil, poumon, cœur, muscle, foie et queue en régénération (Vallone et 

al., 2007a).  

 Chez les oiseaux, une seule étude a pour l’instant détecté une expression de per1, et 

ce dans la glande pinéale de poulet par PCR (Csernus et al., 2005), cependant il est 

communément admis que les mêmes acteurs que ceux des mammifères (bmal1 et 2, clock, 

per2 et 3, cry1 et 2), sont exprimés chez les oiseaux à l’exception de per1. Ces différents 

acteurs ont par exemple été détectés dans la glande pinéale et la rétine de poulet ainsi que la 

glande pinéale, la rétine, et le tectum optique de la caille japonaise (voir Cassone, 2014 pour 

revue). L’expression de clock en LD et DD, bien que de faible amplitude, est rythmique au 

moins dans l’œil de la caille japonaise, un oiseau diurne (Yoshimura et al., 2000). 

  

 Aucune affectation de l’horloge moléculaire n’a été reportée chez ces espèces. 

B. Organisation du système circadien des vertébrés non 

mammifères (et non téléostéens) 

 Le système circadien des vertébrés non mammifères ne semble pas avoir une 

organisation aussi hiérarchique que les mammifères. Chez ces espèces, la rétine n’est pas la  
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Figure 13 : Organisation du système circadien des reptiles et des oiseaux 
(A-B) Les points d’interrogation et les pointillés représentent les éléments incertains. A. Chez les 
reptiles, la glande pinéale (GP) et l’œil pariétal (OP) sont directement photosensibles. Ces structures, 
avec d’autres photorécepteurs dans le cerveau (DBPs pour « Deep Brain Photoreceptors ») et l’œil, 
pourraient photoentrainer le SCN. En plus du SCN, l’œil et la glande pinéale pourraient influencer 
directement les rythmes circadiens (génération de rythmes circadiens, influence sur la période). B. 
Chez les oiseaux l’interaction entre l’œil, le SCN et la glande pinéale (directement photosensible) 
est décrite comme nécessaire pour maintenir et coordonner les rythmes circadiens. Des 
photorécepteurs dans le cerveau (DBPs) pourraient contribuer au photoentrainement. La glande 
pinéale pourrait influencer directement les rythmes circadiens (génération de rythmes circadiens, 
influence sur la période). 
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seule structure capable de photodétection (il existe en effet d’autres structures 

photosensibles telles que la glande pinéale, l’œil pariétal ou d’autres structures cérébrales). 

Chez les vertébrés non mammifères, il existe des organes « accessoires » photosensibles, 

souvent qualifiés de « troisième œil ». Ils sont pour la plupart composé de deux types 

cellulaires : des photorécepteurs classiques et des neurones de projection, équivalents aux 

cellules ganglionnaires de la rétine. Ainsi dans ces organes, les photorécepteurs semblent 

directement être en contact avec les neurones de projection. Chez plusieurs espèces comme 

les oiseaux, lézards et amphibiens, la glande pinéale, organe provenant de l’évagination du 

diencéphale et synthétisant la mélatonine (communément connue comme « hormone du 

sommeil ») est située au sommet de la tête et est directement photosensible. A partir du 

territoire pinéal se développent parfois d’autres structures, elles aussi photosensibles : l’œil 

frontal, une petite structure extra-crâniale située entre les yeux chez certains amphibiens, 

l’œil pariétal intra-crânial sur le dessus de la tête de certains lézards (Sapède and Cau, 2013) 

 Chez ces espèces, le système circadien serait articulé autour de plusieurs horloges 

principales et de plusieurs sources de détection de la lumière (Fig 13 et Table 4). Ce modèle 

est principalement basé sur le résultat d’expériences de lésion du SCN, de pinéalectomies 

(ablation de la glande pinéale), d’énucléations, et de pariétalectomies (ablation de l’œil 

pariétal), mais il existe de grandes variations selon les espèces étudiées. Ainsi même s’ils 

seront présentés par classe pour plus de facilité (reptiles, oiseaux), la généralisation des 

résultats obtenus dans une espèce à l’ensemble de la classe à laquelle elle appartient semble 

être inappropriée. 

1. Organisation du système circadien chez les reptiles 

 Chez les reptiles, le SCN, la glande pinéale, la rétine et possiblement l’œil pariétal 

semblent jouer des rôles centraux dans le système circadien (voir Tosini et al., 2001 pour 

revue, Fig 13.A et Table 4). Ces structures possèdent toutes des photorécepteurs, à l’exception 

du SCN. 

a) SCN 

 Le SCN des lézards est semblable à celui des mammifères au niveau anatomique, et il 

reçoit également des afférences directes de la rétine. Une lésion du SCN des lézards diurnes 

D.dorsalis et P.sicula entraîne une arythmie de leur activité locomotrice en condition 

constante (en LL pour D.Dorsalis, et en DD pour P.sicula). Si l’injection quotidienne de 

mélatonine est capable d’entrainer l’activité locomotrice en DD de lézards P.sicula 

pinéalectomisés et contrôles, elle n’est pas capable d’entrainer ceux dont le SCN a été lésé. 
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Aucune autre lésion (pinéalectomie ou énucléation) ne provoque d’arythmie de l’activité 

locomotrice chez ces espèces. Le SCN semble donc tenir un rôle central dans le système 

circadien de D.dorsalis et P.sicula comme chez les mammifères. 

b) Glande pinéale 

 La glande pinéale des lézards, lorsqu’elle est mise en culture sur plusieurs jours, 

présente une persistance de son rythme de sécrétion de mélatonine en LD. Chez certaines 

espèces ce rythme est maintenu lorsque la glande pinéale est en DD, indiquant qu’elle 

fonctionne comme une horloge circadienne autonome. La pinéalectomie entraine des 

résultats variables selon les espèces, peut être en lien avec la présence ou non d’une horloge 

autonome dans la glande pinéale : elle peut n’avoir aucun effet sur les rythmes d’activité 

locomoteur (lézard diurne D. Dorsalis en DD), changer la période du rythme d’activité en 

conditions constantes (S.occidentalis en DD ou LL, P.sicula en DD, chez certains individus de 

I.Iguana en DD et de S.olivaceous en LL, tous des lézards diurnes). Enfin, la pinéalectomie 

entraîne une arythmie de l’activité locomotrice chez A.carolinesis en DD et LL de faible 

intensité, chez Gallotia galloti en DD et chez certains individus de S.olivaceous en LL. 

c) Œil pariétal 

 Un autre organe de photodétection chez les lézards est l’œil pariétal. Celui-ci 

synthétise également la mélatonine, dont la sécrétion ou la synthèse pourrait aussi être 

contrôlée par une horloge circadienne endogène à l’œil pariétal. La pariétalectomie n’affecte 

pas le rythme de l’activité locomotrice chez A.carolinensis (en LD, DD, LL) ou S.olivaceous (en 

LL) et P.sicula (DD), et chez I.Iguana il entraine un changement de la période de l’activité 

locomotrice dans certains individus placés en DD. 

d) Oeil 

 L’énucléation entraine des résultats variables selon les espèces de lézards : elle n’a 

aucun effet chez le lézard diurne D.Dorsalis (activité locomotrice rythmique en DD), l’activité 

locomotrice de certains individus des espèces S.olivaceus et S.occidentalis devient arythmique 

en LL ou garde une rythmicité mais avec une période plus courte que les individus non 

énucléés. Chez P.sicula, cette énucléation entraîne un raccourcissement de la période 

d’activité locomotrice en DD. L’énucléation associée à la pinéalectomie entraine une arythmie 

de l’activité locomotrice chez 30% des I.Iguana testés. Chez neuf espèces de lézards 

appartenant à cinq familles taxonomiques différentes (Iguanidae, Gekkonidae, Eublepharidae, 

Xantusidae, and Lacertidae), l’activité locomotrice est toujours en phase avec l’illumination en 

cycles LD après énucléation. Chez S.olivaceus et P.sicula, après ablation simultanée de tous les 
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organes connus comme étant photosensibles (œil, pinéale, œil pariétal), l’activité locomotrice 

est toujours rythmique en LD en concordance avec le cycle d’illumination. Cependant si on 

empêche lumière d’atteindre le cerveau de lézards en recouvrant la tête de peinture noire ou 

en injectant de l’encre noire entre le crâne et la peau de lézards S.olivaceus énucléés et 

pinéalectomisés, leur activité locomotrice est en « free-run » en LD, ce qui suggère un défaut 

de photoentrainement et de masking. Selon les espèces, l’œil peut donc être considéré 

comme une des horloges principales du système circadien en plus d’être un des moyens de 

transmission des informations lumineuses aux horloges principales. Ce n’est cependant pas le 

seul moyen de transmission des informations lumineuses aux horloges circadiennes, puisqu’il 

semble également exister des photorécepteurs dans le cerveau, possiblement autres que la 

glande pinéale ou l’œil pariétal, capables d’entraîner l’activité locomotrice de certains lézards 

en LD. 

2. Organisation du système circadien chez les oiseaux 

 Chez les oiseaux, le système circadien semble organisé autour de trois horloges 

principales : le SCN, la glande pinéale et la rétine. Leur interaction est décrite comme étant 

nécessaire pour maintenir une rythmicité et coordonner le reste des horloges, et il existerait 

avec une inhibition mutuelle entre le SCN et le couple photosensible rétine/glande pinéale 

(voir pour revue Cassone, 2014; Ebling and Piggins, 2020). Comme chez les reptiles, la lumière 

pourrait entrainer les horloges circadiennes via la rétine ou via des photorécepteurs présents 

dans le cerveau comme ceux de la glande pinéale (Fig 13.B et Table 5). 

a) SCN 

 Il existe deux noyaux homologues au SCN chez les oiseaux : le SCN médian et le SCN 

visuel, qui sont connectés entre eux via des voies nerveuses. Le SCN visuel est considéré 

comme ayant le rôle de relai de l’information lumineuse : le SCN visuel est le seul à recevoir 

des projections de la rétine et à activer cfos en réponse à la lumière chez la caille et 

l’étourneau. Il est également le seul à exprimer une rythmicité au niveau électrique et 

métabolique et à contenir des récepteurs à la mélatonine. Ainsi la mélatonine exogène inhibe 

l’activité métabolique du SCN visuel mais pas de celui du médian chez le moineau domestique. 

Le SCN médian est quant à lui considéré comme celui dans lequel se trouve l’horloge 

circadienne : après lésion de ce noyau, l’activité locomotrice reste rythmique en LD mais est 

arythmique en conditions constantes (chez le pigeon en LL de faible intensité : Yoshimura et 

al., 2001 ; chez le moineau de java en LL : Ebihara and Kawamura, 1981 ; chez le moineau 

domestique en  DD : Takahashi and Menaker, 1982). 
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b) Glande pinéale 

 La glande pinéale de poulet en culture ou des cellules de pinéale glande dissociée 

sécrètent toujours la mélatonine de façon rythmique en LD ou DD et sont toujours 

photoentrainables. Au moins chez cette espèce, la pinéale glande contient donc une horloge 

circadienne capable d’être directement photoentrainée. La pinéalectomie entraine des 

résultats variables : chez le moineau domestique, l’activité locomotrice restes rythmique en 

LD, mais devient graduellement arythmique en DD après lésion, et la transplantation d’une 

glande pinéale restaure la rythmicité de l’activité locomotrice avec la période du donneur. 

Chez l’étourneau sansonnet, la lésion provoque également une perte de la rythmicité de 

l’activité locomotrice en DD et LL. Cependant elle n’a aucun effet sur cette rythmicité chez la 

caille japonaise aussi bien en LD qu’en DD. Il a été proposé que la variabilité des résultats de 

pinéalectomie soit en partie due au fait que la rétine sécrète de la mélatonine de façon 

rythmique chez certaines espèces, et que c’est la mélatonine et pas la glande pinéale en elle-

même qui joue un rôle central dans le système circadien. Ainsi l’administration de mélatonine 

chez les moineaux domestiques et étourneaux sansonnet pinéalectomisés restaure la 

rythmicité de l’activité locomotrice. 

c) Oeil 

 L’énucléation chez le moineau domestique n’a pas d’effet sur le rythme de l’activité 

locomotrice en LD et DD. Certains moineaux non énuclées, lorsqu’ils sont placés en LD avec 

une lumière de faible intensité pendant la phase lumineuse, ont une activité locomotrice 

arythmique. Cependant si on leur enlève quelques plumes du crâne pour permettre à la 

lumière d’y pénétrer plus facilement, cela restaure leur rythmicité. Au contraire si on injecte 

de l’encre noire entre la peau et le crâne, l’activité locomotrice des moineaux est en « free-

run » en LD. Comme chez les reptiles, il existe donc des photorécepteurs capables de 

photentrainer les rythmes circadiens autres que ceux de la rétine chez les oiseaux, 

possiblement ceux de la glande pinéale ou des photorécepteurs profonds dans le cerveau. 

C. Mécanisme de photoentrainement chez les vertébrés non 

mammifères (et non téléostéens) 

1. Photoentrainement chez les reptiles 

 Chez les reptiles, l’œil semble impliqué mais pas essentiel dans le photoentrainement, 

puisqu’une lumière administrée pendant 6h est toujours capable d’induire un décalage de 

phase chez les lézards S.Occidentalis ayant subi une section nerf optique. Ce décalage de 
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phase se produit avec une amplitude plus grande que chez les lézards contrôles, et l’œil aurait 

donc un rôle inhibiteur dans le mécanisme de photoentrainement chez cette espèce 

(Underwood, 1985). De même chez cette espèce, après pinéalectomie, un pulse de lumière 

de 6h est aussi capable d’induire un décalage de phase (Underwood, 1983). L’œil est la glande 

pinéale ne semblent donc pas essentielles au processus de photoentrainement chez 

S.Occidentalis. Les autres expériences faites chez les reptiles pour identifier les structures 

impliquées dans le photoentrainement ont été faites en condition LD. Cependant dans ces 

conditions il est difficile de distinguer un rôle dans le photoentrainement d’un rôle dans le 

masking (effet direct de la lumière sur l’activité locomotrice). Les lézards S.olivaceus à la fois 

énuclés, pinéalectomisés et dont la lumière ne peut pas pénétrer dans le cerveau ont ainsi 

une activité locomotrice qui « free-run » en LD (Tosini et al., 2001). De même les lézards 

P.sicula à la fois pinéalectomisés, énucléés et qui ont reçu une injection d’un antisens dirigé 

contre l’opsine ps-RH2 exprimée dans l’hypothalamus antérieur ont une activité locomotrice 

qui « free-run » en LD pendant 6 à 7 jours après l’injection de l’antisens, alors que l’ablation 

de toutes les structures connues pour être photosensibles (œil, glande pinéale, œil pariétal) 

n’a pas d’effet sur le rythme de l’activité locomotrice en LD (Pasqualetti et al., 2003). Des 

photorécepteurs dans le cerveau seraient donc impliqués dans le photoentrainement chez 

P.sicula. Les auteurs de l’étude précisent cependant qu’il n’est pas exclu que l’antisens utilisé 

ne cible d’autres opsines que l’opsine ps-RH2, et que les possibles photorécepteurs identifiés 

dans l’hypothalamus antérieur ne soient donc pas les seuls à être impactés par l’injection. Le 

processus de photoentrainement semble mobiliser plusieurs structures capables de 

photodétection chez les reptiles, dont possiblement des photorécepteurs présents dans le 

cerveau (Fig 13.A et Table 4). 

2. Photoentrainement chez les oiseaux 

 Chez les oiseaux, comme dans le cas des reptiles, plusieurs structures photosensibles 

dont des photorécepteurs dans le cerveau semblent participer au photoentrainement (Fig 

13.B et Table 5) : ainsi les moineaux domestiques ayant subi à la fois une pinéalectomie et une 

énucléation ont une activité locomotrice rythmique en LD et cohérente avec le rythme 

d’illumination, ce qui reflète la présence d’un mécanisme de photoentrainement et/ou de 

masking. Cependant si on injecte dans ces mêmes oiseaux de l’encre noire entre la peau et le 

crâne, l’activité locomotrice est en « free-run » en LD de faible intensité (Cassone, 2014). 
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Figure 14 : Le gène per2 est un candidat comme médiateur du photoentrainement chez les 
oiseaux 
L’expression de per2 dans l’œil de la caille japonaise en DD corrèle avec courbe de réponse de 
phase : lorsque per2 est fortement exprimé et donc est très peu capable d’être induit par un 
pulse de lumière, (CT0), un décalage de phase de l’activité locomotrice n’est pas induit par un 
pulse de lumière. Au contraire quand per2 est faiblement exprimé (CT12 par exemple), la 
lumière est capable d’induire l’expression de per2 et d’induire également un fort décalage de 
l’activité locomotrice (Yoshimura et al., 2000). 
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3. Mécanisme moléculaire du photoentrainement 

 Chez les reptiles aucune donnée n’est disponible sur le mécanisme moléculaire du 

photoentrainement.  

 Comme chez les mammifères, le gène per2 est un candidat qui pourrait médier le 

photoentrainement chez les oiseaux. L’expression de per2 est capable d’être induite par la 

lumière : ainsi dans l’œil et la glande pinéale de la caille japonaise, un pulse de lumière de 1h 

à CT10 ou CT16 augmente la quantité de per2 observée par hybridation in situ. De façon 

intéressante, la capacité d’un pulse de lumière de 1h à induire un décalage de phase de 

l’activité locomotrice semble corréler avec le taux d’expression de per2 dans l’œil : lorsque 

per2 est à son pic d’expression, un pulse de lumière n’est pas capable d’induire un décalage 

de phase, tandis que le décalage de phase le plus important est induit lorsque l’expression de 

per2 est à son minimum (Simpson and Follett, 1982; Yoshimura et al., 2000) (Fig 14).  

D. La mélanopsine et les cellules à mélanopsine chez les 

vertébrés non mammifères (et non téléostéens) 

 Au contraire des mammifères qui ne possèdent qu’un seul gène de mélanopsine, opn4, 

on trouve dans le génome des vertébrés non mammifères deux types de gènes de 

mélanopsine classés selon le degré de similarité en acides aminés de leur région centrale 

(comprenant les sept domaines transmembranaires et leurs boucles intra et extra-cellulaire), 

la phylogénie et leur localisation chromosomique et/ou synténie. Ceux présentant un degré 

plus élevé de similarité avec la mélanopsine des mammifères sont appelés opn4m ou opn4 

(« mammal-like ») et ceux plus proches de la première mélanopsine découverte chez le 

Xénope sont les opn4x (« xenopus-like »). Au cours de l’évolution, les mammifères semblent 

avoir perdu opn4x lors de réorganisations chromosomiques, peut-être en lien avec une 

réduction générale de leur photosensibilité (Bellingham et al., 2006). 

1. Expression des mélanopsines 

  La plupart des vertébrés non mammifères expriment un ou plusieurs gènes de types 

opn4 et opn4x, à l’exception des serpents qui ne semblent pas exprimer de gènes opn4 

(Hauzman et al., 2019). De façon générale, les gènes de mélanopsine sont exprimés dans l’œil, 

et souvent dans plusieurs types cellulaires de la rétine. Par exemple chez le poulet (Northern 

blot et hybridation in situ : Chaurasia et al., 2005) et le serpent (hybridation in situ : Hauzman 

et al., 2019), on retrouve l’expression au niveau transcriptionnel d’au moins une des 

mélanopsines dans tous les types cellulaires de cette structure. L’expression des gènes de 
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mélanopsine n’est cependant pas restreinte à l’œil, et de nombreuses structures cérébrales 

dont certaines connues pour être photosensibles sont concernées : opn4x est détecté par 

hybridation in situ dans le SCN du xénope (Provencio et al., 1998), opn4x est détecté par RT-

qPCR et protection à la RNase dans l’œil chez les lézards (Frigato et al., 2006) ; opn4x et opn4m 

par hybridation in situ chez le poulet (Chaurasia et al., 2005). Enfin une expression dans 

d’autres organes est parfois observée, comme une détection par hybridation in situ d’opn4x 

dans la peau du Xénope (Provencio et al., 1998) et d’opn4m2 et opn4x dans celle du chimère 

éléphant (Davies et al., 2012) et d’opn4x par analyse transcriptomique par RNA-seq chez le 

serpent d’eau (Crowe-Riddell et al., 2019). 

2. Caractérisation des cellules à mélanopsine 

 De rares études plus détaillées ont été faites sur la mélanopsine d’oiseaux, décrivant 

en détail leur pattern d’expression et leur capacité à conférer une photosensibilité. 

 Dans la rétine de poulet, OPN4x et OPN4m sont toutes les deux exprimées dans les 

cellules ganglionnaires, mais seule la protéine OPN4x est trouvée dans les cellules 

horizontales. Morera et collègues ont montré par des expériences d’imagerie calcique de 

cellules horizontales en culture que celles-ci sont intrinsèquement photosensibles (la lumière 

provoque une augmentation du taux de calcium intra-cellulaire dans les cellules qui expriment 

opn4x mais pas dans les cellules traitées avec un shRNA pour opn4x) et ce préférentiellement 

à une lumière bleue (Morera et al., 2016). Cette photosensibilité est ainsi dépendante de 

l’expression d’opn4x ; de plus, elle emploie un mode de phototransduction de type invertébré. 

Il semble donc y avoir une conservation de la capacité à la mélanopsine à conférer une 

photosensibilité et du type de phototransduction employé. 

E. Masking et phototaxie chez les vertébrés non mammifères 

(et non téléostéens) 

1. Masking 

 Le masking est très peu étudié chez les vertébrés non mammifères, mais il est possible 

d’estimer le rôle de certaines structures dans ce processus en comparant les données 

disponibles en LD et en conditions constantes provenant d’animaux ayant subi diverses lésions 

(voir partie III.3.B pour références, Tables 4 et 5). 
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a) Masking chez les reptiles 

 Chez les reptiles, le SCN semble impliqué dans le processus de masking : les lézards 

diurnes P.sicula dont le SCN a été lésé ont une activité locomotrice arythmique en DD, 

témoignant de l’absence d’une horloge circadienne, ce qui permet en LD d’étudier 

uniquement le processus de masking. Dans ces lézards ayant subi une lésion, l’activité 

locomotrice est toujours arythmique en LD et n’est donc pas cohérente avec le rythme 

d’illumination, ce qui démontre une absence de masking en l’absence de SCN. 

 La glande pinéale ne semble pas nécessaire au processus de masking chez le lézard 

diurne A.Carolinesis : bien que l’activité locomotrice des lézards pinéalectomisés soit 

arythmique en DD, elle est toujours rythmique en LD. 

 Plusieurs structures photosensibles semblent être impliquées dans le masking : ainsi 

après l’ablation simultanée de l’œil, la glande pinéale, et de l’œil pariétal, les lézards diurnes 

S.olivaceus et P.sicula ont toujours une activité locomotrice rythmique en LD et en 

concordance avec le cycle d’illumination, donc un processus de masking et/ou de 

photoentrainement correct. Cependant après injection d’une encre noire entre le crâne et la 

peau de lézards S.olivaceus énucléés et pinéalectomisés, leur activité locomotrice est en 

« free-run » en LD, suggérant un défaut de photoentrainement et de masking. 

b) Masking chez les oiseaux 

 L’œil en combinaison avec d’autres structures photosensibles du cerveau semblent 

avoir un rôle important dans le masking chez les oiseaux : en effet les cailles japonaises à la 

fois énuclées et ayant subi une pinéalectomie ont une activité locomotrice arythmique à la 

fois en DD et LD, tandis qu’une pinéalectomie seule n’a pas d’effet sur l’activité locomotrice 

en DD et LD et qu’une énucléation ne résulte en une activité locomotrice arythmique que dans 

deux tiers des cailles en DD ou LD. De plus chez le moineau domestique, l’énucléation n’a 

aucun effet sur l’activité locomotrice en LD ou DD. Cependant en LD de faible intensité, 

certains moineaux non énucléés ont une activité locomotrice arythmique en LD, témoin d’un 

masking et d’un photoentrainement affectés. La rythmicité de l’activité locomotrice de ces 

moineaux peut être restaurée si quelques plumes du crâne sont enlevées et ainsi permettre à 

la lumière de pénétrer plus facilement dans le cerveau, ce qui suggère un rôle de 

photorécepteurs présent dans le cerveau dans le masking et le photoentrainement, 

possiblement ceux de la glande pinéale. 
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 Le SCN médian des oiseaux ne semble pas nécessaire au masking, puisque chez 

plusieurs oiseaux sa lésion n’a pas d’effet sur l’activité locomotrice en LD alors que l’activité 

locomotrice de ces mêmes oiseaux est arythmique en conditions constantes. 

2. Phototaxie 

 La mélanopsine pourrait aussi être impliquée dans la phototaxie chez les reptiles, 

puisque certains serpents d’eaux, qui montrent une phototaxie négative lorsqu’on éclaire leur 

queue avec une lumière bleu/verte, expriment opn4x dans la peau de leur queue (Crowe-

Riddell et al., 2019). 
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Espèce SCN PG OP O PG+O PG+O+OP 

D.Dorsalis LL : arythmie DD : 
rythmique 

 DD : rythmique   

P.Sicula  LD : arythmie 
DD : arythmie 

(pas 
entrainable 

par 
mélatonine) 

DD : 
changement 
de période 

(entrainable 
par 

mélatonine) 

DD : 
rythmique 

DD : période 
plus courte 

LD + anti sens 
opsine ps-RH2 : 

free run 

LD : 
rythmique 

S.occidentalis   DD /LL : 
changement 
de période 
PS : phase 

shift présent 

 LL : arythmie ou 
période plus 
courte chez 

certains 
individus 

PS : phase shift 
présent mais 

plus important 
que les 

contrôles 

  

I.Iguana   DD : 
changement 
de période 

chez certains 
individus 

DD : 
changement 
de période 

chez 
certains 
individus 

 LD : arythmie 
chez 30% des 

individus 

 

S.olivaceous  LL : 
changement 
de période 

chez certains 
individus, 
arythmie 

chez certains 

LL : 
rythmique 

LL : arythmie ou 
période plus 
courte chez 

certains 
individus 

LD + encre 
noire : free run 

LD : 
rythmique 

A.Carolinesis  LD : 
rythmique 

DD, LL (faible 
intensité) : 
arythmie 

LD, DD, LL : 
rythmique 

   

Gallotia 
galloti 

 DD : arythmie     

  

Table 4 : Conséquences d’une lésion du SCN, de la glande pinéale (PG), de l’œil pariétal (OP), et/ou de 
l’énucléation (O) chez des reptiles 
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Espèce SCN PG O PG+O 

Pigeon (SCN médian) : 
LD : rythmique 

LL faible 
intensité : 
arythmie 

   

Moineau de 
java 

(médian) 
LD : rythmique 
LL : arythmie 

   

Moineau 
domestique 

(médian) 
LD : rythmique 
DD : arythmie 

LD : rythmique 
DD : 

arythmie graduelle 
(transplantation restaure 

avec la période du 
donneur, restauration par 

mélatonine) 

LD, DD : rythmique 
LD (faible intensité) : 
free run chez certains 

(restauration si on 
enlève des plumes du 

crâne) 
LD + encre : free run 

LD : rythmique 
LD (faible 

intensité) + encre : 
free run 

Etourneau 
sansonnet 

 DD, LL : arythmie 
(restauration par 
administration de 

mélatonine) 

  

Caille 
japonaise 

 LD, DD : rythmique LD, DD : arythmie dans 
2/3 des individus 

LD, DD : arythmie 

 

 

 

Table 5 : Conséquences d’une lésion du SCN, de la glande pinéale (PG), et/ou de l’énucléation (O) chez des 
oiseaux 
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V. Les rythmes circadiens chez les téléostéens, et plus 

particulièrement le poisson zèbre 

 Cette dernière partie porte sur les connaissances acquises sur les rythmes circadiens 

chez les téléostéens, en détaillant plus en profondeur ce qui est connu chez le poisson zèbre. 

Ce petit poisson rayé issu de l’Inde est un modèle émergent dans le domaine de la 

chronobiologie. Il présente en effet de nombreux avantages : c’est un modèle génétique 

puissant (génome connu, existence de nombreuses lignées transgéniques et mutantes) qui 

offre de grandes capacités d’imagerie (transparence de l’embryon et de la jeune larve qui 

permettent de faire facilement des hybridations in situ, immunofluorescence, suivre l’activité 

neuronale par imagerie calcique ou l’expression de la luciférase) et d’étude comportementale 

(possibilité d’étudier le comportement de 96 larves en parallèle sans besoin de leur apporter 

de nourriture). 

A. Base génétique des rythmes circadiens des téléostéens 

1. Base génétique des rythmes circadiens : l’horloge moléculaire 

des téléostéens 

 Par rapport aux mammifères, la base génétique de l’horloge circadienne des poissons 

téléostéens comme le poisson zèbre est plus compliquée, car un évènement de duplication 

du génome s’est produit au cours de leur évolution. De ce fait les poissons téléostéens 

possèdent des copies supplémentaires de chaque gène en comparaison avec ceux des 

mammifères et oiseaux, et selon les poissons certaines copies ont disparu ou ont été 

conservées, et il existe un répertoire varié de gènes de l’horloge moléculaire chez les 

téléostéens (Toloza-Villalobos et al., 2015).  

 Le poisson zèbre possède ainsi trois copies de bmal (bmal1a, 1b et 2), trois copies de 

clock (clock1a, 1b et 2), quatre copies de per (per1a, 1b, 2, et 3) et huit copies de cry (cry1a, 

1b, 2a, 2b, 3 et 4, 5 et dash). Chez le poisson zèbre, l’expression des gènes clock semble être 

rythmique. Les différents CLOCK et BMAL peuvent interagir selon différentes combinaisons 

qui seront inhibées de façon différentes par les CRY. CRY1a, 1b, 2a et 2b sont ceux dont la 

séquence présente le plus d’homologie avec CRY1a des mammifères, et ils sont aussi capables 

d’inhiber l’activité de CLOCK/BMAL. CRY3 et CRY4a ne semblent pas inhiber CLOCK/BMAL, et 

de façon intéressante CRY4 présente plus de ressemblance au niveau de sa séquence avec la 

protéine CRY de drosophile, qui est chez cet insecte à la fois un acteur de la boucle principale  



66 
 

Gène Mutation Phénotype (activité locomotrice) Références 

clock1a ENU (domaine PAS) DD : ↓période (Tan et al., 

2008) 

per1b Insertion rétrovirus 1er exon 

(↓ ARNm, pas de protéine) 

LD : ↑activité, 

DD : ↑activité, ↓période 

 

(Huang et 

al., 2015) 

per2 Délétion de 11pb dans l’exon 

2 (TALEN) 

LD : ↓activité 

DD:  ↑période 

(Wang et al., 

2015) 

  

Table 6 : Conséquence de mutations de gènes de l’horloge sur le rythme de l’activité locomotrice 
chez le poisson zèbre 
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de l’horloge moléculaire et un photopigment répondant à la lumière bleue (voir Idda et al., 

2012 pour revue). 

2. Mutants de l’horloge moléculaire chez les téléostéens 

 Les seuls mutants étudiés chez les vertébrés non mammifères sont des mutants 

générés dans le modèle du poisson zèbre (Table 6). Le premier mutant a ainsi été généré en 

2008 par mutation chimique à l’ENU et affecte le gène clock1a. Cette mutation touche au 

domaine PAS de la protéine, et conduit à une période du rythme de l’activité locomotrice des 

larves mutantes en DD plus courtes que celle des larves contrôles (comme le mutant murin), 

ainsi qu’une période plus courte du rythme de sécrétion de mélatonine de glandes pinéales 

provenant des poissons mutants adultes (Tan et al., 2008). Deux mutants des gènes per ont 

été générés en 2015 : un mutant per1b, produit par l’insertion d’une séquence rétrovirale 

dans le 1er exon et résultant en une forte baisse de la production d’ARNm de per1b et une 

absence de détection de PER1b (Huang et al., 2015), et un mutant per2 par délétion de 11 

paire de base dans l’exon 2 par la technologie TALEN, induisant un décalage de phase de 

lecture et probablement la production d’une protéine tronquée non fonctionnelle (Wang et 

al., 2015). Ces deux mutants ont des phénotypes inverses : en LD les larves mutantes ont une 

activité locomotrice rythmique mais avec une hyperactivité dans le cas du mutant per1b et 

une hypoactivité pour le mutant per2. En DD, la période du rythme de l’activité locomotrice 

est réduite par rapport aux larves contrôles pour le mutant per1b alors qu’elle est augmentée 

dans le mutant per2. Concernant l’expression des autres gènes de l’horloge moléculaire, elle 

est toujours rythmique lorsqu’étudiée sur pool de larves entières par RT-qPCR dans les deux 

mutants, mais avec des niveaux d’expression variables : par exemple, les gènes per1a, per2, 

per3 ont un taux d’expression beaucoup plus élevé chez les larves mutantes per1b que les 

contrôles en DD, et chez le mutant per2 à la fois en LD et DD l’expression de bmal1b est très 

basse et l’expression de cry1a en DD augmentée par rapport aux contrôles. Pour le moment, 

aucun mutant conduisant à une activité locomotrice arythmique n’a été décrit chez le poisson 

zèbre. Au vu du nombre élevé de copies de gènes de l’horloge moléculaire chez cette espèce, 

il devrait exister de nombreuses redondances entre les éléments de l’horloge moléculaire et 

probablement un système encore plus robuste que ce qui existe chez les mammifères. Il 

faudrait donc procéder à des mutations simultanées d’un encore plus grand nombre de gènes 

que ce qui est nécessaire chez les mammifères pour arriver au même phénotype. 
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3. Influence de la lumière sur le développement de l’horloge chez 

le poisson zèbre : 

 L’un des avantages majeurs du modèle du poisson zèbre est qu’il permet d’étudier 

facilement l’effet d’éléments extérieurs sur le développement de l’horloge circadienne et 

l’apparition de rythmes circadiens. En effet il présente un développement rapide et 

complétement externe, puisque l’œuf est fécondé en dehors de la mère. De plus il est aisé de 

connaître et contrôler le temps initial de développement et ainsi limiter l’effet du moment de 

la fécondation ou de la « naissance » sur l’horloge et les rythmes circadiens. Les femelles 

pondent ainsi généralement au début de la journée peu après la transition nuit/jour et les 

œufs sont immédiatement fécondés par le mâle. Ainsi l’embryon n’est sous l’influence que de 

facteurs maternels de type génétique et il est très facile de contrôler les facteurs 

environnementaux auxquels sont soumis les embryons lors de leur développement. 

a) La lumière, une nécessité pour le développement de rythmes 

circadiens  

 Chez le poisson zèbre, le développement de l’horloge circadienne semble 

essentiellement nécessiter la présence de facteurs environnementaux (voir Vallone et al., 

2007b pour revue). Une seule étude suggère que le développement de l’horloge moléculaire 

dépende de facteurs maternels, mais elle n’a pas été reproduite. Dans cette étude, les 

embryons ont été élevés depuis la ponte en condition LD, DD ou LL, puis une hybridation in 

situ a été faite pour évaluer l’expression de per3 toutes les 8 heures à partir de 24hpf (pour 

« hours post fertilization » c’est à dire heures après fécondation) jusqu’à 120hpf sur l’embryon 

entier (Delaunay et al., 2000). Dans les trois conditions, l’expression de per3 est rythmique 

avec une période d’environ 24 heures, et le développement de l’horloge circadienne ne 

semble donc pas être dépendant de facteurs environnementaux. Cependant plusieurs études 

montrent que l’horloge circadienne et de nombreux rythmes circadiens ne semblent pas se 

développer en conditions constantes de température et de lumière. Ainsi Kaneo et Cahill 

montrent qu’un rythme circadien de bioluminescence du rapporteur per3:luciferase 

(expression de la luciférase contrôlée par le promoteur du gène per3), mesuré in vivo à partir 

d’embryons ou de larves uniques peut être observé à partir du 6ème ou 7ème jour de 

développement en DD lorsque les poissons ont au préalablement été exposés à au moins 5 

cycles LD. Si les poissons sont par contre placés en DD dès 14hpf, soit après un seul cycle LD, 

aucun rythme circadien de bioluminescence n’est observé (Kaneko and Cahill, 2005). 

L’expression de per1a, cry1a et per2, mesuré par protection à la RNAse du 1er au 4ème jour de 
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développement, n’est également pas rythmique dans les pools d’embryons élevés en DD 

(Dekens and Whitmore, 2008). De même la synthèse de mélatonine, mesurée à partir de pools 

d’embryons de 19hpf à 103hpf, n’est pas rythmique lorsque les embryons sont élevés en DD 

à partir de 14hpf (Kazimi and Cahill, 1999), et aucun rythme de l’expression d’aanat2 dans la 

glande pinéale n’est observé par hybridation in situ entre 18hpf et 72hpf dans les embryons 

élevés en DD ou LL (Vuilleumier et al., 2006). De la même manière seules 22% des larves 

élevées en DD dès 14hpf présentent une activité locomotrice rythmique observée à partir du 

5ème jour de développement, mais cette activité semble entrainée par la manipulation des 

larves par l’expérimentateur et non pas par la lumière, car elle est en phase avec le moment 

où l’expérimentateur a manipulé les larves (Hurd and Cahill, 2002). 

b) Une transition lumineuse au bon moment 

 Le moment d’exposition à la lumière ou le stade de développement où est administré 

une transition lumineuse, plutôt que le temps total d’exposition à la lumière ou de cycles LD 

semble être important pour le développement de l’horloge circadienne. Ainsi un rythme 

circadien de bioluminescence du rapporteur per3:luciferase ne peut être observé lorsque les 

embryons sont exposés à au moins 5 cycles LD ou 1 cycle LD au 5ème jour de développement 

(Kaneko and Cahill, 2005). Concernant le rythme de l’activité, 52% des larves présentent une 

activité locomotrice rythmique après avoir été élevées en deux cycles consécutifs pendant le 

1er jour de développement et le  2ème jour de développement, alors que ce taux monte à 92% 

lorsque les larves ont été élevées avec deux cycles LD aux 1er et 3ème jours de développement 

(Hurd and Cahill, 2002). L’horloge ou les horloges circadiennes contrôlant le rythme de 

l’activité locomotrice semblent donc nécessiter un cycle LD ou une transition lumineuse au 

3ème jour de développement pour leur développement. L’horloge moléculaire régulant la 

sécrétion de mélatonine semble quant à elle se développer plus tôt, entre 20hpf et 26hpf. En 

effet aucun rythme de mélatonine n’est observé à partir des pools d’embryons transférés en 

DD à 14hpf ou 20hpf tandis que l’expression de la mélatonine est rythmique dans ceux 

transférés en DD à partir de 26hpf (Kazimi and Cahill, 1999). Cela coïncide avec le 

développement de la glande pinéale, dans laquelle les photorécepteurs et neurones de 

projection se différencient plus tôt que ceux présent dans la rétine. On peut par exemple 

observer l’expression d’opsines, comme la mélanopsine, dès 22hpf dans la glande pinéale 

tandis qu’il faut attendre 3dpf pour observer cette expression dans la rétine, et les projections 

se forment à partir de 19-20hpf dans la glande pinéale contre 60hpf pour la rétine. Ce serait 

donc probablement la glande pinéale ou une autre structure photosensible du cerveau et non 
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la rétine qui semble être à l’origine du rythme de mélatonine observé dans cette étude. De 

même le rythme d’expression d’aanat2 suivi par hybridation in situ n’est observé que lorsque 

les embryons sont soumis à une transition lumineuse (L vers D ou D vers L) à 21hpf ou 24hpf 

mais pas à 15hpf ou 18hpf (Vuilleumier et al., 2006). Une autre publication suggère que 

l’horloge de la glande pinéale se développe encore plus tôt, puisqu’un pulse de lumière entre 

0 et 6hpf (fin de bastula) est capable de générer des rythmes d’aanat2, observés par 

hybridation in situ dans la glande pinéale entre 48hpf et 78hpf (Ziv and Gothilf, 2006). Une 

transition lumineuse est donc nécessaire pour l’établissement d’une horloge moléculaire et 

de rythmes circadiens, dont le moment d’administration critique au cours du développement 

diffère selon le rythme (activité locomotrice, synthèse de mélatonine, horloge moléculaire), 

peut-être en lien avec l’existence d’horloges principales et périphériques ou la nécessité du 

rythme étudié à solliciter la coordination de plusieurs horloges. 

c) Mécanisme moléculaire du développement de l’horloge 

moléculaire 

 L’induction des gènes per et cry par la lumière semblent être impliquée dans le 

développement de l’horloge moléculaire. Dans les embryons élevés en DD, per1 est en effet 

exprimé de façon constitutive à partir de 29hpf et cry1a est faiblement exprimé. La 

transcription de cry1a, observée par protection à la RNAse sur pool d’embryons, est ainsi 

augmentée à la fin du 1er jour de développement, de façon dépendante de la lumière. Dekens 

et Whitmore proposent que cette augmentation de CRY1A permettrait de bloquer l’activité 

de CLOCK et BMAL, exprimés de façon constitutive au début du développement, pour inhiber 

la transcription de per1a et permettre de démarrer l’horloge moléculaire (Dekens and 

Whitmore, 2008). La transcription du gène per2 semble être activée par la lumière très tôt au 

cours du développement, dès 5hpf, et l’utilisation d’un morpholino qui bloque la traduction 

ou le splicing de l’ARN per2 empêche l’observation d’un rythme de la transcription d’aanat2 

dans la glande pinéale suite à un pulse de lumière entre 0 et 6hpf (Ziv and Gothilf, 2006). De 

plus les larves triple KO pour per2, cry1a et cry2 présentent un établissement du rythme de 

l’activité locomotrice suite à un pulse de lumière réduit : en effet un pulse de lumière de 12h 

au début du 7ème jour de développement permet l’établissement du rythme de l’activité 

locomotrice les jours suivant dans seulement 30% des larves mutantes contre 91% des larves 

contrôles (Hirayama et al., 2019). 
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d) Le développement de l’horloge moléculaire : démarrage ou 

synchronisation ? 

 Si une transition lumineuse est nécessaire pour observer des rythmes moléculaires ou 

physiologiques au niveau d’un organe ou de l’individu, une question qui reste en suspens est 

de savoir si cette transition est nécessaire pour que l’horloge moléculaire démarre dans 

chaque cellule, ou bien pour que les horloges moléculaires présentes dans chaque cellule se 

synchronisent entre elles et ainsi permettre l’émergence de rythmes au niveau de l’organe ou 

de l’individu. Dekens et Whitmore suggèrent que les horloges moléculaires des embryons 

élevés en DD oscillent de façon asynchrones : par hybridation in situ, ils observent en effet un 

nombre intermédiaire de cellule exprimant per1a dans les embryons fixés le jour et la nuit 

(Dekens and Whitmore, 2008). Cependant une récente étude utilisant un rapporteur 

fluorescent de l’horloge moléculaire, comprenant le promoteur de rev-erbα en amont du gène 

codant pour une protéine fluorescente déstabilisée, suggère qu’in vivo au niveau cellulaire 

dans les embryons élevés en DD, les horloges moléculaires n’oscillent pas ou alors avec une 

amplitude très faible, mais ne seraient pas désynchronisées entre elles (Wang et al., 2020). 

4. Une influence de la lumière sur le développement de l’horloge 

conservée chez les vertébrés ? 

 Chez les mammifères, l’influence des conditions extérieures sur le développement de 

rythmes circadiens est difficile à étudier. En effet l’embryon se développe in utéro et est donc 

constamment sous l’influence de facteurs maternels, qu’ils soient de nature hormonale (par 

exemple la mélatonine, qui est capable d’être transférée de la mère à l’embryon comme 

montré chez des primates (Reppert et al., 1979) ou physiologiques et comportementaux (le 

rythme de la température corporelle ou de l’activité locomotrice de la mère pourraient par 

exemple entrainer l’horloge circadienne des embryons in utéro). Il est donc difficile de 

dissocier l’influence de facteurs maternels et environnementaux sur le développement de 

l’embryon, et encore plus de distinguer des effets environnementaux qui s’exerceraient de 

manière directe sur l’embryon de ceux qui seraient médiés via la mère de façon indirecte. 

a) Photodétection in utero chez les mammifères 

 Plusieurs évidences suggèrent que les embryons de mammifères pourraient être 

capables de photodétection in utero : l’expression de différentes opsines, dont la 

mélanopsine, peut être détectée par RT-qPCR avant la naissance dans les yeux d’embryons de 

souris et d’humains (dès E10.5 chez la souris et dès 8,6 semaines de gestation chez l’humain) 

(Tarttelin et al., 2003), et le SCN de babouins prématurés  est capable d’activer l’expression 
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de cfos et per1 suite à un pulse de lumière dès 125 jours après la conception, soit l’équivalent 

de 24 semaines de gestation chez l’humain (Hao and Rivkees, 1999). Le circuit médiateur des 

effets non visuels de la lumière semble être mis en place assez tôt dans le développement, et 

les ipRGCs sont intrinsèquement photosensibles et innervent déjà le SCN au moins dès la 

naissance chez les souris. Un long pulse de lumière (de 90 minutes) est également capable 

d’induire l’expression de cfos dans le SCN à ce moment-là (Sekaran et al., 2005). De plus la 

quantité de lumière capable d’atteindre l’embryon, semble être suffisante pour entrainer les 

rythmes circadiens, comme mesuré dans la cavité de l’utérus de rats albinos et de cochons 

d’inde (Jacques et al., 1987). Bien que le développement embryonnaire se déroule in utero, 

l’horloge circadienne de l’embryon pourrait donc être influencée de manière directe par la 

lumière, possiblement via les mêmes circuits que chez l’adulte.  

b) Une influence maternelle chez les mammifères 

 En 1983, Reppert et Schwartz ont montré que les rythmes circadiens des embryons, et 

donc leur horloge circadienne, se coordonnent avec ceux de la mère plutôt qu’avec les 

rythmes d’illumination chez le rat. Dans cette expérience, les auteurs ont mesuré l’utilisation 

de glucose par le SCN à l’aide de déoxyglucose marqué au carbone 14. Cette utilisation reflète 

l’activité du SCN, qui est plus actif le jour que la nuit. Les rates gestantes sont ainsi soit gardées 

en LD, soit soumises à un changement de phase progressif du cycle d’illumination pour 

atteindre un cycle inversé DL au 6ème jour de gestation. Puis à partir du 19ème jour de gestation, 

elles sont placées en DD pour être sacrifiées et mesurer la présence de carbone 14 lors de la 

nuit subjective (période « Dark » du LD) du 20ème jour de gestation ou du jour subjectif 

(période « Light » du LD) du 21ème jour de gestation. Dans les deux cas, c’est-à-dire que les 

individus soient soumis au cycle LD ou au cycle DL, le SCN des rates et de leurs embryons sont 

en phase entre eux et avec le cycle d’illumination, avec une utilisation du glucose plus 

importante le jour subjectif (période « Light » du LD ou DL) que la nuit subjective (période 

« Dark » du LD ou DL). Cependant si on procède à la même expérience en faisant subir une 

énucléation aux rates gestantes dès le premier jour de gestation, le rythme d’activité du SCN 

des rates mises en DL n’est plus en phase avec le rythme d’illumination : il reste en phase avec 

l’ancien rythme LD. Dans ce cas, le rythme d’activité du SCN des embryons se développe en 

phase avec celui de leur mère (c’est-à-dire utilisation du glucose plus importante pendant la 

période « Dark » du DL) et non celui du rythme d’illumination (qui aurait été une utilisation 

plus importante du glucose pendant la période « Light » du DL) (Reppert and Schwartz, 1983). 

Si les facteurs environnementaux pourraient être capables d’agir sur le développement de 
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l’horloge circadienne, les facteurs maternels semblent avoir une influence plus importante sur 

l’horloge embryonnaire. 

c) Rythmes circadiens en absence d’influence maternelle chez les 

mammifères 

 Les rythmes circadiens maternels ou la présence d’une horloge circadienne maternelle 

semblent importants pour synchroniser l’horloge circadienne des embryons avec les facteurs 

environnementaux, mais ils ne semblent cependant pas indispensables pour la mise en place 

de l’horloge. Ainsi les souris issues d’une mère dont le SCN a été lésé et élevées en DD depuis 

leur naissance présentent un rythme circadien de la prise de boisson, mais ces rythmes ne 

sont pas synchronisés entre les souris d’une même portée (Reppert and Schwartz, 1986). Cela 

suggère que l’horloge circadienne des embryons peut se développer indépendamment de la 

présence d’une horloge maternelle. Cependant la lésion du SCN maternel n’a été faite qu’au 

7ème jour de gestation dans cette expérience, et pour confirmer ce résultat, il faudrait procéder 

à une lésion avant ou dès le 1er jour de gestation. L’absence de synchronisation des rythmes 

au sein d’une même portée suggère que le cycle LD auquel les embryons ont été soumis 

pendant la gestation n’est pas capable de photoentrainer l’horloge circadienne in utero, et 

donc ne serait possiblement pas à l’origine du développement de l’horloge circadienne. Une 

autre expérience vient compléter l’expérience de Reppert et Schwartz. En effet les souris 

issues du croisement d’un père sauvage et d’une mère arythmique (double mutante pour per1 

et per2 ou pour per2 et cry1), élevées par leur mère arythmique et n’ayant jamais été soumis 

à un rythme d’illumination (car mises en DD dès la conception) présentent une activité 

locomotrice rythmique (Jud and Albrecht, 2016). Cette activité n’est cependant pas 

synchronisée entre les différentes souris d’une même portée. Dans cette expérience, l’horloge 

circadienne des embryons de souris semble être capable de se développer de façon autonome 

en l’absence de facteurs environnementaux et de la présence d’une horloge circadienne 

maternelle. 

d) Photodetection dans l’œuf chez les reptiles 

 Aucune donnée n’existe sur l’effet des conditions d’illumination sur le développement 

de l’horloge circadienne des reptiles, probablement du fait que la plupart des espèces 

pondent et enfouissent leurs œufs sous terre et ne seraient donc pas soumis à l’influence de 

la lumière pendant leur développement. Cependant certains lézards pondent à l’air libre 

(feuilles mortes, crevasses, trous dans les arbres), et il a été montré que les lézards P.chinensis, 

T.septentrionalis, H.bowringii et G.japonicus élevés en conditions d’illumination constante 
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avaient un développement embryonnaire, évalué par la période d’incubation, plus rapide que 

ceux élevés en conditions de noir constant (Zhang et al., 2016c). La lumière est ainsi capable 

d’influencer le développement embryonnaire à travers la coquille et il n’est donc pas exclu 

qu’elle puisse agir sur le développement de l’horloge circadienne chez les reptiles. 

e) Lumière et développement de l’horloge circadienne chez les 

oiseaux 

 Chez les oiseaux, l’influence de la lumière sur le développement de l’horloge 

moléculaire n’est également pas connue. Chez le poulet, l’activité de l’enzyme AANAT 

provenant de glandes pinéales d’embryons récoltées toutes les 2h sur une période de 24h est 

rythmique en DD seulement lorsque les embryons étaient précédemment incubés en 

conditions LD pendant 18 jours (environ deux jours avant éclosion), mais pas en conditions DD 

ou LL (Zeman and Illnerova, 1990). Un rythme d’illumination semble donc nécessaire pour la 

mise en place de rythmes circadiens. Cependant l’activité de l’enzyme ayant été mesurée à 

partir d’un groupe de plusieurs glandes pinéales, on ne peut pas déduire si la lumière est 

nécessaire pour le développement du rythme circadien de l’activité de NAT dans chaque 

glande pinéale, ou si elle est nécessaire pour que les rythmes de l’activité de l’enzyme soient 

synchronisés entre les différentes glandes pinéales. Une autre étude montre que lorsqu’on 

élève des poulets en LL depuis la ponte pendant 12 semaines puis qu’on prélève et place leur 

glande pinéale en culture toujours en LL, elle sécrète de la mélatonine de façon rythmique 

(Csernus et al., 1998). Cela suggère donc qu’un rythme d’illumination n’est pas nécessaire 

pour le développement de l’horloge circadienne de la glande pinéale de poulet, et qu’un autre 

facteur que la lumière pourrait être nécessaire. Ce facteur pourrait par exemple être un 

facteur d’origine maternel ou un autre facteur environnemental (autre que la température ou 

la nourriture, puisque dans cette étude la température était maintenue constante et la 

nourriture distribuée à différents moments de la journée). Mais il est également possible que 

les conditions de mise en culture des glandes pinéales aient eu un effet d’entrainement, par 

exemple du fait de manipulations physiques. De plus en LL les glandes pinéales étaient 

exposées à une lumière naturelle avec une intensité lumineuse pouvant aller jusqu’à 4800 lux 

pendant la journée, tandis qu’elles étaient soumises à une lumière artificielle de 1200 lux 

pendant la nuit. Le fait que les glandes pinéales en culture aient été soumises à différentes 

sources de lumière entre la journée et la nuit pourrait également être un facteur 

d’entrainement. 
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B. Organisation du système circadien des téléostéens 

 Chez les poissons, l’organisation du système circadien est moins bien comprise, et c’est 

souvent la glande pinéale qui est considérée comme horloge principale (Fig 15.A, Table 7). 

a) SCN 

 Chez la plupart des poissons étudiés, une structure homologue au SCN n’a pas été 

décrite. Chez le poisson zèbre, une structure située au-dessus du chiasma optique exprimant 

plusieurs marqueuses typiques du SCN des mammifères a été décrite dans le cerveau ventral 

(Chen et al., 2017). Dans les embryons de poisson zèbre mutant pour cyclops, qui ne possèdent 

pas de cerveau ventral, on peut observer par hybridation in situ que la glande pinéale continue 

à exprimer aanat2 (une des enzymes de la voie de synthèse de la mélatonine) de façon 

rythmique en conditions LD, DD et LL (Noche et al., 2011). Le SCN n’est donc pas considéré 

comme un élément essentiel du système circadien chez le poisson zèbre. 

b) Glande pinéale 

(1) Description de la glande pinéale 

 La glande pinéale des poissons présente de grandes similarités avec la rétine (Fig 15.B) 

: ainsi la glande pinéale du poisson zèbre, comme la plupart des autres téléostéens est 

composée de photorécepteurs en son centre (qui sécrètent la mélatonine), de neurones de 

projection en sa périphérie (équivalents des cellules ganglionnaires de la rétine), et d’une 

population de cellules AgRP2+   (cellules semblables aux cellules de l’épithélium pigmentaire 

en contact avec les photorécepteurs de la rétine et impliquées par exemple dans le 

renouvellement des opsines ; elles ont également une fonction sécrétrice, possiblement de 

messagers chimiques dans le système vasculaire et/ou le liquide cérébrospinal) (Shainer et al., 

2017, 2019). Les photorécepteurs classiques de la glande pinéale ont une morphologie 

semblable aux cônes de la rétine et hyperpolarisent en réponse à la lumière chez les lamproies 

larvaires et adultes (Tamotsu and Morita, 1986), la truite (Meissl and Ekström, 1988) et le 

poisson rouge (Meissl et al., 1986). Chez le poisson zèbre, ils représentent une population 

hétérogène qui expriment des opsines différentes : la parietopsine (sensible à la lumière 

verte), la red cone opsine (sensible à la lumière rouge), l’exorhodopsine (prédite comme étant 

sensible à la lumière verte) et la parapinopsine1 (sensible aux UV). Ils semblent être en contact 

direct avec les neurones de projection, qui semblent être majoritairement de type OFF 

(hyperpolarisation en réponse à la lumière), au moins chez le poisson rouge (Meissl et al., 

1986) et la lamproie (Uchida et al., 1992). La glande pinéale, lorsqu’elle est mise en culture en 

LD ou DD, continue à sécréter de la mélatonine de façon rythmique chez le poisson zèbre  
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Figure 14 : Organisation du système circadien des poissons téléostéens 
A. Les points d’interrogation et les pointillés représentent les éléments incertains. Peu de choses 
sont connues sur l’organisation du système circadien chez les poissons. La plupart des tissus, comme 
la glande pinéale (GP), sont directement photosensibles, et il existe des photorécepteurs dans le 
cerveau (DBP pour « Deep Brain Photoreceptor). Un SCN présomptif a été décrit chez le poisson 
zèbre mais son rôle dans le système circadien n’est pas connu. La glande pinéale est généralement 
considérée comme l’horloge principale chez ces espèces. B. Vue dorsale de la glande pinéale des 
poissons téléostéens : elle contient des photorécepteurs classiques en son centre (en gris) qui 
sécrètent la mélatonine et des neurones de projection en sa périphérie (en blanc), équivalents des 
RGCs. Le nombre de cellules correspond au stade 48hpf de poisson zèbre. 
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(Cahill, 1996) et le brochet (Bolliet et al., 1994). De plus chez le poisson zèbre, la glande pinéale 

est également directement photoentrainable : son rythme de sécrétion de mélatonine en 

culture s'adapte à un rythme LD inversé et garde la phase de ce rythme quand elle est replacée 

en DD (Cahill, 1996). Elle représente donc chez certains poissons une horloge circadienne 

autonome comme chez les poulets, et c’est cette structure qui est généralement considérée 

comme horloge principale. Deux gènes codant pour des enzymes de type AANAT 

(Aralkylamine N-Acetyltransferase), enzymes limitantes de la voie de synthèse de mélatonine 

sont exprimés chez la plupart des poissons étudiés : aanat1, exprimé dans la rétine, et aanat2, 

principalement exprimé dans les photorécepteurs classiques de la glande pinéale et parfois 

dans les photorécepteurs classiques de la rétine, comme chez le poisson zèbre (Appelbaum et 

al., 2006). L’expression d’aanat2 est rythmique chez le poisson zèbre et est directement 

régulée par l’horloge moléculaire. Son activité est aussi régulée par la lumière : ainsi chez le 

brochet, la truite et la dorade, la lumière entraîne la dégradation d’AANAT2 dans la glande 

pinéale en culture par le protéasome (Falcón et al., 2001).  

(2) Pinéalectomie chez les poissons téléostéens 

  La pinéalectomie produit également des résultats variables selon les espèces (voir 

Zhdanova and Reebs, 2005 pour revue) : chez certaines espèces de poissons, cela n’a aucun 

effet sur le rythme de l’activité locomotrice (comme le poisson diurne mulet de lac en LD et 

DD, certains poisson chat japonais nocturnes en DD, LL ou LL de faible intensité, et la truite 

diurne en LL), cela abolit ces même rythmes chez d’autres (le poisson chat fossile nocturne 

DD, certaines lamproies arctiques nocturnes en LD et DD) ou change la période du rythme en 

conditions constantes (certains mulet de lac en DD, le poisson chat japonais DD, mais pas LL 

ou LL de faible intensité).. Les effets variables de la pinéalectomie peuvent être dus en partie 

au fait que la glande pinéale ne contient pas une horloge circadienne dans toutes les espèces, 

comme chez la truite qui, lorsque la glande pinéale est en culture, continue à sécréter de la 

mélatonine de façon rythmique en LD mais pas en DD. La glande pinéale pourrait avoir un rôle 

de synchronisation des horloges périphériques via une voie hormonale (mélatonine) mais 

aussi via une voie nerveuse (neurones de projection). 

(3) Rôle de la pinéale chez le poisson zèbre 

 Aucune expérience de pinéalectomie n’a été décrite chez le poisson zèbre. D’autres 

types d’expériences ont été faites : ainsi lorsque l’horloge moléculaire est spécifiquement 

bloquée dans les photorécepteurs classiques de la glande pinéale, l’activité locomotrice des 

larves est toujours rythmique en LD, LL, LL de faible intensité et DD, avec la même période que 

les poissons dont l’horloge moléculaire n’est pas bloquée, mais avec une amplitude moindre  
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Espèce PG O 

Mulet de lac LD : rythmique 
DD : changement de période chez 
certains individus 

 

Poisson chat japonais DD : changement de période  
LL : rythmique sans changement de 
période 

 

truite LL : rythmique  

Poisson chat fossile DD : arythmie chez certains individus  

Lamproie arctique LD, DD : arythmie chez certains individus  

Astyanax mexicanus   (Poisson cavernicole) 
LD : rythmique 
DD : arythmie  

P. andruzzii  (Poisson cavernicole)  
LD : arythmie (entrainable par 
nourriture) 

  

Table 7 : Conséquences d’une lésion de la glande pinéale (PG) ou de l’absence d’œil chez les poissons 
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en LL de faible intensité et DD. Cependant la préférence de placement dans une colonne d’eau 

est arythmique en DD : les larves ne présentent plus de préférence pour le tiers supérieur de 

la colonne pendant le jour circadien (Ben-Moshe Livne et al., 2016). Les larves mutantes pour 

aanat2 ne présentent pas de différence au niveau de la période du rythme de leur activité 

locomotrice en LD ou en DD. En DD ce rythme a une plus petite amplitude chez les larves 

mutantes, et en LD elles sont plus actives que les larves non mutantes la nuit (elles dorment 

moins). Cela semble être indépendant de l’horloge circadienne puisque lorsque les larves sont 

élevées en noir complet (une condition qui empêche l’horloge moléculaire de se mettre en 

place et donc les rythmes circadiens d’apparaitre), cette hyperactivité persiste dans les larves 

mutantes. Le rythme de sommeil est cependant affecté en DD après entrainement en LD : 

chez les larves mutantes, le sommeil n’est alors plus rythmique (Gandhi et al., 2015). La glande 

pinéale semble donc avoir un rôle important dans le système circadien, puisque son bon 

fonctionnement semble nécessaire pour la maintenance de certains rythmes circadiens. 

c) Oeil 

 Un rôle de l’œil dans le système circadien chez les poissons n’a pas été décrit. Il est 

cependant intéressant de se pencher sur l’étude comparée d’espèces de poissons aveugles et 

non aveugles. L’un de ces poissons est astyanax mexicanus, qui existe sous deux formes : une 

forme de surface pigmentée et ayant des yeux fonctionnels, et une forme cavernicole non 

pigmentée et présentant une dégénérescence oculaire, mais ayant toujours une glande 

pinéale qui semble fonctionnelle (Yoshizawa and Jeffery, 2008). En LD, les poissons de surfaces 

et cavernicoles ont tous les deux une activité locomotrice rythmique selon l’illumination, mais 

lorsqu’ils sont placés en DD, le poisson cavernicole devient arythmique alors que le poisson 

de surface reste rythmique, au moins pour le premier cycle DD (Beale et al., 2013). De plus un 

autre poisson aveugle, le poisson somalien cavernicole P. andruzzii a une activité locomotrice 

complétement arythmique en LD, qui peut cependant être entrainée par la nourriture 

(Cavallari et al., 2011). Cela pourrait indiquer un rôle important de l’œil dans le système 

circadien des poissons, mais il pourrait exister d’autres différences clefs entre les poissons 

aveugles et non aveugles, comme par exemple la présence d’une horloge fonctionnelle dans 

la glande pinéale, ou des mutations dans le génome affectant des gènes de l’horloge 

moléculaire. 

C. Mécanisme du photoentrainement chez les téléostéens 

 Chez le poisson zèbre, les cellules et tissus semblent être directement 

photoentrainables : le rein et le cœur en culture, ainsi que la lignée cellulaire PAC2 (lignée de 
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cellules embryonnaires de poisson zèbre) continuent à exprimer les gènes de l’horloge 

moléculaire de façon rythmique en LD et en DD, et ce rythme s’adapte lorsqu’on place ces 

tissus ou cellules dans un rythme LD inversé (Whitmore et al., 2000). In vitro, les horloges 

périphériques n’ont donc à priori pas besoin d’une horloge centrale pour être 

photoentrainées chez le poisson zèbre. De plus un grand nombre d’opsines sont exprimées 

chez le poisson zèbre (au moins 42 opsines), et chaque tissu étudié exprime une ou plusieurs 

de ces opsines (Davies et al., 2015). Chez le poisson zèbre, l’organisation du système circadien 

et de son photoentrainement n’est à ce jour pas claire : est-ce que chaque horloge est 

autonome et photentrainée de manière indépendante et/ou existe-t-il une ou plusieurs 

structures principales, dont la glande pinéale, pour coordonner les différentes horloges de 

l’organisme ? 

1. Photopigments candidats du photoentrainement 

 Ainsi la nature du ou des photopigments impliqués dans l’induction des gènes par la 

lumière et le photoentrainement de l’horloge moléculaire n’est pas encore connu, et plusieurs 

candidats sont proposés. Parmi ceux-ci, on trouve l’opsine TMT Teleost Multiple Tissue), qui 

comme son nom l’indique est exprimée dans de nombreux tissus, et les mélanopsines. En effet 

la transfection de l’opsine TMT ou de la mélanopsine opn4m2 de poisson zèbre permet 

d’établir des rythmes de bioluminescence en LD du rapporteur per2:luciferase dans des 

cellules en culture du poisson cavernicole P.andruzzi (Cavallari et al., 2011). D’autres candidats 

sont les cryptochromes de l’horloge moléculaire, qui chez la drosophile sont des 

photopigments sensibles à la lumière bleue impliqués dans le photoentrainement de l’horloge 

moléculaire. Une étude montre ainsi, à l’aide de différents inhibiteurs que dans la lignée 

cellulaire de poisson zèbre Z3, la voie des MAPK est essentielle à l’induction de per2 par la 

lumière, et que cette induction est maximale pour une lumière bleu/violette. Dans ces cellules 

les auteurs ne détectent pas de rétinal, le chromophore utilisé par les opsines, et proposent 

donc que cette induction se fasse via un photopigment qui ne soit pas une opsine, comme par 

exemple les cryptochromes (Cermakian et al., 2002). Comme la lumière induit la production 

d’H202 dans les cellules Z3 et qu’un traitement à l’H202 induit également l’expression de cry1a 

et per2 dans ces cellules, la voie des ROS pourrait être une voie de signalisation impliquée 

dans le photoentrainement de l’horloge moléculaire (Hirayama et al., 2007). Hirayama 

propose ainsi que l’H202, qui est produit de manière circadienne et en réponse à la lumière, 

agisse comme second messager pour activer la voie des MAPK et induire la transcription de 

cry1a et per2. Le photopigment impliqué dans cette cascade de signalisation pourrait ainsi 
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être une oxydase contenant de la flavine responsable de la production d’H202 et qui pourrait 

directement répondre à de la lumière bleue/violette. 

2. Effets de la lumière sur l’horloge moléculaire 

 Chez les poissons, les effets de la lumière sur l’horloge circadienne ont principalement 

été étudiés chez le poisson zèbre. L’expression de nombreux gènes est régulée par la lumière, 

dont des gènes de l’horloge moléculaire, mais aussi des gènes de réponse au stress et de 

réparation des dommages induits par les UV : l’expression des gènes per2, cry1a et dec1 est 

ainsi induite chez la larve entière, la glande pinéale adulte, le cœur adulte en culture et les 

cellules PAC2 après un pulse d’une heure de lumière (Weger et al., 2011; Ben-Moshe et al., 

2014). L’analyse de la région promotrice du gène per2 a permis d’identifier un module de 

réponse à la lumière d’environ 67 paires de bases qui est capable, lorsqu’il est positionné en 

amont du gène de la luciférase, d’induire une expression rythmique de la luciférase en LD dans 

les cellules PAC2 transfectées (Vatine et al., 2009). Ce module contient des boites E, qui 

permettraient la régulation circadienne du gène via la fixation du dimère BMAL/CLOCK, ainsi 

que des boîtes D qui seraient médiatrices de l’induction du gène par la lumière. Ainsi lorsque 

les cellules PAC2 sont transfectées avec un vecteur contenant 4 boîtes E en amont de la 

luciférase, on obtient une expression rythmique et robuste de la luciférase à la fois en LD et 

DD, tandis que lorsque ce sont 6 boites D qui sont mises en amont de la luciférase l’expression 

n’est rythmique qu’en LD. Plusieurs facteurs de transcription peuvent se fixer à ces boites D, 

dont le facteur de transcription tef1. L’expression de tef1 est elle aussi régulée par l’horloge 

moléculaire et induite par la lumière. Les boites D semblent avoir un rôle central dans la 

régulation des gènes par la lumière, puisqu’on les retrouve enrichies dans les régions 

promotrices d’autres gènes régulés par la lumière, comme cry1a, cry5 et cry-dash (Weger et 

al., 2011).  

3. Photoentrainement au niveau moléculaire 

 Chez le poisson zèbre, les effets de phase shift induits par un pulse de lumière ont 

seulement été étudiés au niveau moléculaire. Comme chez les mammifères, un pulse de une 

heure de lumière administré en fin de journée subjective ou début de nuit subjective induit 

un retard de phase aussi bien concernant le rythme de bioluminescence du rapporteur 

per1b:luciferase dans des cellules PAC2 (Vallone et al., 2004) que de la sécrétion de 

mélatonine de glandes pinéales en culture (Debruyne* et al., 2004), tandis qu’un même pulse 

administré en milieu ou fin de nuit subjective induit une avance de phase de ces mêmes 
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rythmes. La courbe de réponse de phase semble ainsi être similaire à celle des mammifères. 

Le photoentrainement semble impliquer les gènes per et cry, peut-être par les mêmes 

mécanismes que le développement de l’horloge moléculaire. Ainsi le décalage de phase de 

l’expression du rapporteur per1b:luciferase induit par un pulse de lumière de 15 minutes dans 

les cellules PAC2 corrèle avec la capacité de la lumière à induire l’expression de cry1a dans ces 

cellules : lorsque la lumière n’induit que très peu l’expression de cry1a (à CT4 ou CT8, c’est-à-

dire lors du jour subjectif), le décalage de phase est au plus faible, tandis qu’à CT20 (lors de la 

nuit subjective) on peut observer une forte induction de l’expression de cry1a et un retard de 

phase d’environ 15h du rapporteur luciférase (Tamai et al., 2007). De façon intéressante, avec 

le même rapporteur per1b:luciferase dans des cellules en culture PAC2, Tamai et Vallone ne 

trouvent pas la même réponse à la lumière : ainsi dans l’étude de Tamai (Tamai et al., 2007), 

un pulse de 15min de lumière de forte intensité (5000 µW/cm2) induit un retard de phase de 

CT8 à CT20, tandis que dans l’étude de Vallone (Vallone et al., 2004), un pulse de 1h de lumière 

de plus faible intensité (20 µW/cm2) induit d’abord un retard de phase de CT8 à CT12 puis une 

avance de phase à partir de CT12. Ces différences sont peut-être en lien avec l’intensité de 

lumière utilisée ou le temps d’administration de cette lumière. 

D. La mélanopsine et les cellules à mélanopsine chez les 

téléostéens 

 Chez le poisson-zèbre, cinq gènes de mélanopsines sont exprimés : trois de type 

opn4m (opn4a, opn4b, opn4c) et deux de type opn4x (opn4xa et opn4xb). Tous codent pour 

des photopigments fonctionnels, comme l’indique la capacité de cellules Neuro-2a (cellules 

dérivées d’une tumeur de souris) à répondre à un signal lumineux lorsqu’elles sont 

transfectées par une construction comportant le gène codant pour n’importe laquelle de ces 

mélanopsines. Comme chez les mammifères et le poulet, elles répondent préférentiellement 

à une lumière bleue (leur pic d’absorbance est compris entre 470 et 484 nm) (Davies et al., 

2011). Le patron d’expression des différentes mélanopsines diffère entre la larve et l’adulte 

chez le poisson-zèbre. Chez la larve, toutes les mélanopsines à l’exception d’opn4xa sont 

détectées par hybridation in situ dans la couche contenant les cellules bipolaires, amacrines 

et horizontales. La mélanopsine opn4xa, tout comme opn4b, sont quant à elles exprimées 

dans la couche des cellules ganglionnaires de la rétine. De façon intéressante, certaines 

mélanopsines sont détectées dans des structures extra rétiniennes : opn4a dans l’aire 

préoptique, opn4b dans le cerveau antérieur ventral et le thalamus dorsal, opn4c (aussi appelé 
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opn4.1) dans le cerveau postérieur caudal (à la jonction entre le cerveau antérieur et la moelle 

épinière), et opn4xa dans quelques cellules dans le diencéphale dorsal (Matos-Cruz et al., 

2011; Sapède et al., 2020; Kölsch et al., 2021). Il semble qu’opn4xa et opn4b soient également 

détectées dans la queue par RT-qPCR (Shiraki et al., 2010). L’expression de mélanopsines est 

également retrouvée exprimée de façon rétinienne et extra rétinienne chez d’autres espèces 

de poissons : opn4x1b1 et opn4x1b2 dans le SCN de saumon (Sandbakken et al., 2012) et 

opn4a dans celui de la morue (Drivenes et al., 2003) ; opn4b est détecté par hybridation in situ 

dans l’habenula de la morue (Drivenes et al., 2003) et opn4x1a, opn4x1b1, opn4x1b2 dans 

celle du saumon (Sandbakken et al., 2012)  

 Chez le poisson zèbre adulte, l’expression, détectée par hybridation in situ, est plus 

étendue et est retrouvée dans tous les types cellulaires de la rétine avec un patron qui peut 

se chevaucher entre les différents types de mélanopsines (Davies et al., 2011). L’expression 

d’opn4xa n’est par exemple plus restreinte aux cellules ganglionnaires et opn4xa n’est plus le 

seul gène de mélanopsine à être exprimé dans cette couche. Par ailleurs dans tous les organes 

étudiés (nageoire, cœur, peau, branchies, muscles, foie, cerveau et testicules) les transcrits 

d’une ou de plusieurs mélanopsines sont détectés par la technologie NanoString (Davies et 

al., 2015). 

E. Masking, phototaxie et autres rôles possibles des cellules à 

mélanopsine et de la mélanopsine chez les téléostéens 

1. Masking 

 Chez les poissons, l’œil ne semble quant à lui pas indispensable au masking, puisqu’en 

LD, les poissons astyanax mexicanus cavernicoles, d’ont l’œil dégénère au cours du 

développement, ont une activité locomotrice rythmique en LD alors qu’elle est arythmique en 

DD. Cependant un autre poisson aveugle, P.andruzzi, a une activité locomotrice arythmique 

en LD, et donc une horloge circadienne et un masking absents. 

 L’habenula semble être impliquée dans le masking chez le poisson zèbre. En effet une 

lumière bleue est capable d’induire une activité neuronale dans l’habenula gauche, et la lésion 

partielle de l’habenula affecte le masking de la position dans une colonne d’eau en réponse à 

une lumière bleue. Ce comportement, qui présente une rythmicité circadienne où les larves 

se positionnent préférentiellement dans le tiers supérieur de la colonne pendant le jour 

subjectif et en bas de la colonne pendant la nuit subjective (Ben-Moshe Livne et al., 2016), est 

aussi directement influencé par la lumière, et plus particulièrement une lumière bleue ou 
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verte : en condition d’alternance de lumière et d’obscurité d’une durée de 1 minute chacune, 

les larves se placent en haut de la colonne en phase de lumière et en bas de la colonne en 

phase d’obscurité. Après lésion partielle de l’habenula, ce déplacement est moins marqué 

chez les larves ayant subi une lésion que chez les larves contrôles. De façon intéressante, 

l’habenula reçoit des afférences directes du thalamus chez le poisson zèbre, et plus 

particulièrement de l’éminence thalamique médiane, et cette connexion entre le thalamus et 

l’habenula semble conservée chez plusieurs vertébrés dont le rat et l’humain. Une lumière 

bleue est aussi capable d’induire de l’activité neuronale dans le thalamus du poisson zèbre 

mais aussi des humains. L’énucléation ou la lésion de l’éminence thalamique médiane 

réduisent la réponse à la lumière de l’habenula chez le poisson zèbre. Comme l’éminence 

thalamique médiane est innervée par des cellules ganglionnaires de la rétine dont environ la 

moitié expriment la mélanopsine opn4xa (Lin and Jesuthasan, 2017; Zhang et al., 2017), il 

semble donc qu’un processus de masking impliquant les ipRGCs, le thalamus et l’habenula 

existe chez le poisson zèbre (Fig 16). 

2. Phototaxie 

 Lorsqu’on place des larves de poisson zèbre dans une arène dont une partie est 

fortement éclairée (130 lux) et une partie est faiblement éclairée (60 lux), les larves passent 

plus de temps dans la partie fortement éclairée que faiblement éclairée. C’est ce qu’on appelle 

la préférence à la lumière. Cette préférence semble employer le même circuit que celui du 

masking (ipRGCs, éminence thalamique médiane et habenula, et ici habenula gauche plus 

particulièrement) puisqu’elle est tout autant abolie après énucléation ou ablation chimique 

d’une population de cellules ganglionnaires de la rétine comprenant des cellules exprimant 

opn4xa et opn4b (atoh+ ;eomesa+), qu’après lésion de l’éminence thalamique ou lésion de 

l’habenula gauche (Zhang et al., 2017; Kölsch et al., 2021) (Fig 16). 

3. Réponse à une transition lumineuse 

 La réponse à une transition lumineuse est bien décrite au niveau de l’activité 

locomotrice chez la larve de poisson zèbre et peut être décomposée en trois parties : une 

réponse immédiate qui se déroule dans les secondes suivant la transition lumineuse, appelée 

startle response, puis une réponse à court terme dans la minute qui suit la transition, et enfin 

une réponse à moyen terme environ 5 à 10 minutes après la transition. Selon que l’activité 

locomotrice soit moyennée en secondes ou minutes et selon la fenêtre sur laquelle est 
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effectué le calcul, la réponse à la transition lumineuse étudiée n’est donc pas la même (Fig 

16).  

a) Réponse immédiate 

 Au moment de la transition lumineuse, les larves présentent une augmentation 

soudaine et transitoire de l’activité locomotrice, appelée startle response. Les startle 

responses sont également décrites chez les mammifères, mais les études sont principalement 

concentrées sur la réponse à un stimulus auditif, et plus particulièrement à l’habituation à ce 

stimulus, qui est altéré chez les patients atteints de maladies neurologiques comme la 

schizophrénie (Fetcho and McLean, 2009). La startle response est appelée light-on response 

au moment de la transition de l’obscurité vers la lumière (transition light-on) et light-off 

response à la transition de la lumière vers l’obscurité (transition light-off). Si ces deux réponses 

sont caractérisées par une augmentation immédiate de l’activité locomotrice suite à la 

transition lumineuse, cette augmentation est plus importante lors de la light-off response que 

la light-on response.  

 La ou les structures médiatrices des startle response lumineuses ne sont pas 

clairement définies, mais il semble que l’œil ait un rôle important dans ce processus. En effet 

le mutant chokh (chk), du mot Bengali pour « œil », qui est caractérisé par une absence d’yeux, 

(mais également possiblement d’autres structures comme le diencéphale ventral) ne présente 

aucune startle response en light-on ou light-off, et des larves non mutantes énuclées n’ont 

pas de light-off response (leur light-on response n’a pas été testée) (Emran et al., 2007; 

Fernandes et al., 2012).  

 L’intensité de la startle response semble présenter une rythmicité circadienne : en 

effet lorsqu’on soumet une larve de poisson zèbre à un pulse de 5 minutes d’obscurité 

pendant la journée, on observe une light-off puis une light-on response importantes. 

Cependant lorsqu’on soumet une larve à un pulse de 5 minutes de lumière pendant la nuit, la 

light-on puis la light-off response sont absentes ou très faibles. Cela semble bien être dû à une 

sensibilité différente à une transition lumineuse pendant la journée et la nuit, et non pas à 

l’effet de la différence du niveau basal de l’activité locomotrice entre la journée et la nuit : en 

effet si on place pendant la journée des larves dans le noir pendant 3 heures pour qu’elles 

aient un niveau basal similaire à celui observé pendant la nuit (dark-adapted), puis qu’on les 

soumet à un pulse de 5 minutes de lumière, on observe cette fois-ci une light-on puis une 

light-off response importante. De même des larves placées à la lumière pendant 3 heures au 

cours de la nuit (light-adapted) puis soumises à un pulse de 5 minutes d’obscurité, présentent 
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une light-off puis une light-on response, mais la light-off response est beaucoup moins 

importante si on compare celle observée dans les larves light-adapted de celle des larves 

soumises à un pulse d’obscurité pendant la journée. Cette rythmicité circadienne de l’intensité 

de la startle response semble être en lien avec la sensibilité à la lumière de la rétine, qui 

présente elle aussi une rythmicité circadienne, avec par exemple une réponse plus faible à un 

flash lumineux mesuré par électrorétinogramme pendant la nuit subjective que le jour 

subjectif, une expression d’opsines, dont l’opsine opn1lw (opsine sensible aux hautes 

longueurs d’ondes) présente dans les cônes plus importante lors du jour subjectif que la nuit 

subjective, ainsi qu’une structure synaptique différente entre la journée et la nuit (Li et al., 

2005; Emran et al., 2010). Ceci appuie donc le rôle de l’œil dans les startle responses chez le 

poisson-zèbre. De façon intéressante, les larves mutantes pour per2 ont une réponse light-off 

comparable avec les larves contrôles, mais aucune light-on response ne peut être observée 

chez ces larves. Dans ces mutants, la structure des synapses des cônes de la rétine est affectée 

ainsi que l’expression de l’opsine opnllw, dont l’expression est toujours rythmique en LD mais 

avec une expression très faible par rapport aux larves contrôles, et une expression arythmique 

en DD (Huang et al., 2018). Le gène per2 semble donc avoir un rôle dans la sensibilité aux 

transitions lumineuses chez le poisson zèbre, mais il n’est pas clair si ce rôle est lié à sa fonction 

dans l’horloge moléculaire. 

b) Réponse à court terme 

 Dans la minute qui suit la transition lumineuse, se déroule une seconde réponse à la 

transition lumineuse, qu’on appellera ici réponse à court terme. La light-on response 

s’accompagne généralement d’une baisse de l’activité locomotrice par rapport au niveau de 

l’activité locomotrice avant la transition, tandis qu’au contraire la light-off response 

s’accompagne d’une activité locomotrice augmentée par rapport au niveau observé avant la 

transition lumineuse (Emran et al., 2007).  

 L’œil semble également impliqué dans cette réponse à court terme, puisque les larves 

énuclées présentent une augmentation de l’activité locomotrice dans les minutes suivant la 

transition light-off qui est moindre que chez les larves contrôles. Après ablation des 

photorécepteurs classiques de la glande pinéale par une méthode chimique grâce au 

transgène Tg(tph2 :nfsB), qui permet l’expression de la nitroreductase dans les 

photorécepteurs de la glande pinéale, les larves présentent toujours une augmentation de 

l’activité locomotrice dans les minutes suivant la transition lumineuse. Celle-ci est diminuée 

par rapport aux larves contrôles, mais est tout de même moins affectée que chez les larves 
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énuclées. L’œil et les photorécepteurs classiques de la glande pinéale semblent donc jouer un 

rôle dans la réponse à court terme à une transition lumineuse light-off. Cependant lorsqu’à la 

fois l’œil et les photorécepteurs classiques de la glande pinéale sont ablatés, cette 

augmentation est affectée mais toujours présente. Des cellules potentiellement directement 

photosensibles de la région préoptique seraient aussi impliquées dans l’augmentation de 

l’activité locomotrice suite à une transition lumineuse light-off. En effet les larves mutantes 

otp (orthopedia) ont une diminution drastique de la réponse à court terme à la transition light-

off, et elle est totalement perdue chez les larves mutantes otp et énuclées. De façon 

intéressante, l’expression de la mélanopsine opn4a est détectée dans des neurones de la 

région otp+ dont le développement est affecté dans le mutant otp, comme certains neurones 

de la région préoptique antérieure et des neurones dopaminergiques du tuberculum 

postérieur. L’ablation des neurones dopaminergiques du tuberculum postérieur avec 

l’association des transgènes Tg(th:Gal4) et Tg(UAS:NsfB) n’affecte que très peu la réponse à 

court terme à la transition light-off. Des photorécepteurs de la région préoptique antérieure 

exprimant la mélanopsine opn4a pourraient donc être essentiels, avec la rétine et la glande 

pinéale, à l’augmentation de l’activité locomotrice à court terme suite à une transition 

lumineuse light-off (Fernandes et al., 2012). 

c) Réponse à moyen terme 

 Enfin, environ 5 à 10 minutes après la transition lumineuse se déroule la réponse à 

moyen terme : après une transition light-on, l’activité locomotrice augmente peu à peu pour 

atteindre un niveau supérieur à celui observé avant la transition lumineuse, tandis qu’après 

une transition light-off, l’activité locomotrice diminue peu à peu pour atteindre un niveau 

inférieur à celui observé avant la transition lumineuse (Prober et al., 2006; Fernandes et al., 

2012). Cette réponse à moyen terme s’apparente au phénomène de masking. 

4. Pigmentation et lumière 

 Chez le poisson zèbre, la lumière induit un changement de couleur du corps en 

induisant soit une dispersion (assombrissement du corps) ou une agrégation (blanchissement 

du corps) des mélanosomes, des vésicules contenant la mélanine, un pigment d’apparence 

noir, dans les cellules pigmentaires appelées mélanophores. A 2dpf (days-post-fertilization 

pour jours après fécondation), la lumière induit essentiellement une dispersion des pigments, 

probablement pour protéger les larves des rayons UV car elles ne sont pas encore capables 

de s’éloigner de la source lumineuse. Plus tard, à 5dpf, la lumière induit d’abord une dispersion 

puis une agrégation des pigments. Une énucléation abolit le phénomène d’agrégation des 



88 
 

pigments mais pas leur dispersion à 5dpf, tandis que l’on peut toujours observer une 

dispersion des pigments dans un bout de queue isolé à 2dpf. L’agrégation des pigments serait 

donc médiée par l’œil et la dispersion possiblement par une photosensibilité intrinsèque aux 

mélanophores. De façon intéressante l’expression d’au moins deux mélanopsines, opn4xa et 

opn4b, a été décrite dans la queue de poisson zèbre à 2dpf (Shiraki et al., 2010). Les cellules à 

mélanopsine de l’œil et la mélanopsine dans les mélanophores pourraient être impliquées 

dans le changement de couleur de corps induit par la lumière (Fig 16). 

 

 

 

  

 

 

 

 Chez les mammifères, les ipRGCs (exprimant la mélanopsine) sont au cœur de la 

plupart des influences circadiennes et non circadiennes de la lumière sur le comportement. 

Cependant il n’est pas connu si le rôle de la mélanopsine et des cellules qui l’expriment et 

conservé chez les vertébrés non mammifères et/ou si elles présentent d’autres rôles, en 

particulier chez le poisson zèbre qui représente un modèle émergent de l’étude de l’influence 

de la lumière sur de nombreux processus. Ainsi comme chez les mammifères, la lumière influe 

sur les rythmes circadiens (photoentrainement), produit du masking et de la phototaxie chez 

le poisson zèbre, mais elle est aussi impliquée dans le développement de l’horloge et des 

rythmes circadiens, et une transition lumineuse induit une réponse locomotrice (Fig 16).  
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Figure 16 : Plusieurs processus pourraient impliquer des ipRGCs et des mélanopsines chez le poisson zèbre 
Le photoentrainement, le masking, la phototaxie, la réponse locomotrice à une transition lumineuse et le 
changement de pigmentation en lien avec la lumière pourraient impliquer des cellules à mélanopsine de l’œil 
ou d’autres tissus. Le masking et la phototaxie pourraient impliquer des ipRGCs via une connexion à 
l’éminence thalamique (EMT) qui connecte elle-même à l’habenula (HB). La réponse à une transition 
lumineuse se découpe en trois parties : 1) la réponse immédiate, 2) la réponse à court terme, puis 3) la 
réponse à long terme, équivalente au masking. 
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RESULTATS 
 

  

  

 

 

 

 

 

 

 C’est dans ce contexte que nous avons cherché à caractériser le rôle d’une des 

mélanopsines exprimée chez la larve de poisson zèbre, opn4xa, et des cellules qui l’expriment 

(cellules opn4xa+). Nous avons dans un premier temps étudié la réponse à la lumière des 

cellules opn4xa+ de la glande pinéale (Sapède et al., 2020, Chaigne et al., en préparation) puis 

étudié si les cellules opn4xa+ de la rétine et de la glande pinéale ainsi que le gène codant pour 

la mélanopsine opn4xa sont impliqué.e.s dans la régulation circadienne et non circadienne de 

l’activité locomotrice par la lumière (Résultats complémentaires partie 1, Chaigne et al., en 

préparation, et Résultats complémentaires partie 2). 
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I. La mélanopsine opn4xa défini une nouvelle population de 

neurones de projection de la glande pinéale 

 Avant le début de notre étude, opn4xa avait été décrite comme exprimée dans la 

couche des cellules ganglionnaires de la rétine ainsi que dans quelques cellules placées autour 

de la glande pinéale de la larve de poisson zèbre (1 à 5 dpf –days post fertilization- Matos-Cruz 

et al., 2011). Dans cet article, le marqueur otx5 avait été utilisé pour définir le territoire de la 

glande pinéale. Cependant otx5 n’est exprimé que dans les photorécepteurs classiques de la 

glande pinéale et ne représente donc pas un marqueur pan-pinéal. Avec d’autres marqueurs, 

l’équipe de P. Blader a ainsi confirmé que les cellules opn4xa extra-rétiniennes font partie de 

la glande pinéale et ont une identité de neurone de projection dans cette structure (4 à 5 

cellules opn4xa+ parmi 20 neurones de projection à 48hpf –hours post fertilization- en 

moyenne). 

 Afin de savoir si opn4xa confère une photosensibilité à ces neurones de projection, 

nous avons étudié l’activation des neurones de projection de la glande pinéale suite à un pulse 

de lumière de 30min à l’aide de l’expression du marqueur fos, utilisé comme témoin précoce 

d’une activité neuronale. Seuls les neurones de projection opn4xa+ sont ainsi activés suite à 

un pulse de lumière blanche. Nous avons ensuite étudié la réponse des neurones de projection 

à des pulses de lumière de différentes longueurs d’ondes (bleue, verte et rouge) ainsi que des 

pulses d’obscurité fait après une habituation avec des lumières de différentes longueurs 

d’ondes. Les neurones de projection opn4xa+ semblent ainsi être les seuls neurones de 

projection activés suite à un pulse de lumière. Ils sont activés par une lumière bleue ou verte 

mais pas par une lumière rouge. Enfin, seuls des neurones de projection opn4xa- sont activés 

par un pulse d’obscurité (Sapède et al., 2020). A l’aide du mutant opn4xa-/- généré par Elise 

Cau avec la technologie CRISPR/Cas9, nous avons également démontré que la photosensibilité 

des cellules opn4xa+ est intrinsèque aux cellules opn4xa puisque l’expression de fos n’est pas 

observée dans la glande pinéale de mutants opn4xa-/- (Chaigne et al., en préparation). 

 Les neurones de projection opn4xa+ de la glande pinéale représentent donc une 

population particulière de neurones de projection de par leur photosensibilité intrinsèque et 

leur mode de réponse à la lumière. 
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Supplemental Fig. 1. Characterisation of the expression driven by the Et(T2KHG)nns8 (‘tcf7:GFP’) enhancer trap 
in the pineal gland 
(A-F) Comparison of tcf7 (A-C) or opn4xa (D-F) expression (in red, in situ hybridisation) with GFP expression from 
the Et(T2KHG)nns8 (‘tcf7:GFP’) transgene (in green, immunohistochemistry). White arrowheads highlight co-
expressing cells. White arrow show a weak tcf7:GFP+ opn4xa – cell. Scale bars: 10 μm. (G) Comparison of the 
number of cells expressing tcf7:GFP strongly or weakly and opn4xa. Means ± S.D. are shown. 
 

Supplemental Fig. 2. Comparison of the expression of tcf7l2 and lef1 with the Et(T2KHG)nns8 (‘tcf7:GFP’) 
enhancer trap in the pineal gland 
(A-F) Expression of two other TCF encoding genes: tcf7l2 (A-C) or lef1 (D-F) (in red, in situ hybridisation) with 
expression from the Et(T2KHG)nns8 (‘tcf7:GFP’) transgene (in green, immunohistochemistry). (G) Double 
immunostaining with anti-GFP (green) and anti-TCF7l2 (red) in pineal neurons.Anterior is up. All embryos are 48 
hpf. Scale bars: 10 μm. 
 

Supplemental Fig. 3. Induction of c-fos expression following a light pulse in the pineal gland at 27 hpf and 3 
dpf. 
Expression of c-fos (in red, in situ hybridisation) compared with expression from the Et(T2KHG)nns8 (‘tcf7:GFP’) 
transgene (in green, immunohistochemistry) at 27hpf (A-C) and 3dpf (D-F). Scale bars: 10 μm. 
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II. A la recherche de la fonction de la mélanopsine opn4xa et 

des cellules qui l’expriment 

 Au vu de l’abondante littérature ayant montré un rôle des cellules exprimant la 

mélanopsine dans le contrôle circadien chez la souris, nous nous sommes demandé.e.s si les 

cellules opn4xa et/ou le gène opn4xa étaient impliqué.e.s dans la régulation des rythmes 

circadiens par la lumière chez la larve de poisson zèbre. Nous avons commencé par valider les 

outils génétiques et techniques utilisés pour répondre à cette problématique (Résultats 

complémentaires partie 1), puis à l’aide de ces outils nous avons étudié le rôle des cellules 

ganglionnaires (opn4xa+ et opn4xa-) de la rétine et de mélanopsine opn4xa, exprimée dans la 

rétine et dans la glande pinéale, dans la régulation des rythmes circadiens de l’activité 

locomotrice par la lumière (Chaigne et al., en préparation). En parallèle, nous avons également 

étudié le rôle de la mélanopsine opn4xa dans la régulation des rythmes circadiens au niveau 

moléculaire, tenté de mettre au point l’utilisation d’une nouvelle machine de comportement, 

tenté de mettre au point un protocole nous permettant de tester les capacités de 

photoentrainement avec différentes longueurs d’onde, et enfin étudié le rôle des cellules 

ganglionnaires et de la mélanopsine opn4xa lors de la réponse locomotrice à une transition 

lumineuse (Résultats complémentaires partie 2). 
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A. Résultats complémentaires partie 1 

1. Validation d’outils génétiques pour étudier la fonction du gène 

opn4xa et des cellules qui l’expriment 

 Le mutant opn4xa permet d’analyser la fonction de la photosensibilité intrinsèque des 

cellules opn4xa+ de la glande pinéale et de la rétine, mais sans distinguer une fonction de 

cette photosensibilité des cellules de la glande pinéale de celles de la rétine. D’autre part, à 

l’intérieur de chaque structure (glande pinéale ou rétine), les cellules opn4xa+ peuvent 

intégrer l’information lumineuse provenant des photorécepteurs classiques en plus de celle 

leur provenant de leur propre photosensibilité. Une perte des cellules opn4xa+ ou de leur 

transmission synaptique pourrait donc conduire à un phénotype plus important et plus 

facilement détectable qu’une seule perte de leur photosensibilité. Par exemple chez la souris, 

la mutation de la mélanopsine opn4 et la perte des cellules opn4+ ou la perte de leur 

neurotransmission conduit à des phénotypes différents : phase shift diminué dans un cas et 

complète absence de photoentrainement dans l’autre. C’est pourquoi nous avons souhaité 

valider et développer des outils qui nous permettraient de distinguer un rôle des cellules 

opn4xa+ de la rétine et de la glande pinéale, ainsi que d’étudier le rôle de ces cellules et non 

pas de leur seule photosensibilité intrinsèque (Fig 1). 

a) La mutation lakritz n’affecte pas les cellules opn4xa+ de la glande 

pinéale 

 N’ayant pas d’outils génétiques qui affecteraient spécifiquement le développement 

des cellules opn4xa+ de la rétine, nous avons utilisé le mutant lakritz dans lequel le 

développement de toutes les cellules ganglionnaires de la rétine (RGCs) est affecté du fait 

d’une mutation dans le gène atoh5 (Kay et al., 2001, Fig 1.B). Puisque chez le poisson zèbre 

les mutations affectant le développement de l’œil affectent souvent le développement de la 

glande pinéale, nous avons vérifié que la glande pinéale n’était pas affectée dans les larves 

lakritz. Nous avons confirmé par hybridation in situ que dans des embryons contrôles, le gène 

atoh5 est exprimé dans l’œil mais pas dans la glande pinéale à 22hpf (« hours post 

fertifilization » pour heures après fécondation) et 3dpf (« days post fertilization » pour jours 

après fécondation) (Fig 2.A). De plus, nous observons toujours la présence de cellules opn4xa+ 

dans la glande pinéale des larves lakritz (Fig 2.B). Ces cellules semblent toujours être 

photosensibles puisqu’un marquage cfos est toujours observé après un pulse de lumière de 

30min dans la glande pinéale de larves lakritz (Sapède et al., 2020). Aucun marquage opn4xa  
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Figure 2 : atoh5, un gène exprimé dans l’œil mais pas dans la glande pinéale, est muté dans le 
mutant lakritz et n’affecte pas les cellules opn4xa de la glande pinéale 
A. Hybridation in situ du gène atoh5. Vue latérale d’un œil (objectif 20x) et vue dorsale d’une 
glande pinéale (délimitée en pointillés, objectif 40x) à 3dpf. B. Hybridation in situ du gène opn4xa. 
Vue dorsale d’une glande pinéale d’une larve contrôle et lakritz-/- à 2dpf (objectif 60x). Pour les 
glandes pinéales : antérieur vers le haut, postérieur vers le bas, vue dorsale. 
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n’est observé dans la rétine des larves lakritz, confirmant que les RGCs opn4xa+ ne se 

développent pas dans ces larves. 

 

  Les cellules opn4xa+ de la glande pinéale ne sont donc pas affectées dans les larves 

lakritz. Nous avons ainsi choisi ce mutant pour étudier la fonction des cellules ganglionnaires 

de la rétine (opn4xa+ et opn4xa-) et plus globalement le rôle d’une transmission synaptique 

extra-rétinienne dans la régulation des rythmes circadiens par la lumière. 

 

b) La vision des larves larves Tg(atoh:gal4;UAS :BoTxBLC-GFP) n’est 

pas complétement abolie 

 En parallèle du mutant lakritz, nous avons souhaité utiliser un outil complémentaire 

pour adresser la fonction des RGCs et de leur transmission synaptique extra-rétinienne. Nous 

avons pour cela choisi d’utiliser le système GAL4/UAS, dans lequel le facteur de transcription 

GAL4 se fixe sur la séquence UAS (Upstream Activating Sequence) pour activer la transcription 

du gène en aval de l’UAS. Grâce à la lignée Tg(atoh7:gal4s1992t) (Bene et al., 2010), nous 

pouvons ainsi exprimer dans les RGCs une version optimisée de la chaîne légère de la toxine 

botulique via le transgène Tg(UAS:BoTxBLC-GFP) (Sternberg et al., 2016, Fig 1.D). Cette toxine 

bloque l’exocytose des vésicules synaptiques et empêche la libération de neurotransmetteurs 

dans la fente synaptique et toute neurotransmission provenant des cellules qui l’expriment. 

Le poisson transgénique Tg(atoh7:gal4s1992t ;UAS:BoTxBLC-GFP) devrait donc permettre 

d’adresser le rôle de la transmission synaptique provenant de la rétine, puisque les seules 

cellules de la rétine capable de neurotransmission extra-rétinienne sont à priori les RGCs. A la 

différence du mutant lakritz, la rétine ne devrait cependant pas présenter de défaut de 

développement et les RGCs devraient toujours être présents. 

 

 Avant d’utiliser cet outil, nous avons caractérisé l’expression de la GFP dans des 

poissons Tg(atoh7:gal4s1992t ;UAS:GFP) pour confirmer que le transgène 

Tg(atoh7:gal4s1992t) génère une expression dans les RGCs et pas dans d’autres structures 

possiblement en lien avec l’activité locomotrice ou la régulation des rythmes circadiens, 

comme la glande pinéale. La GFP native, imagée in vivo à 3dpf au macroscope, est observée 

dans les RGCs et leurs axones, mais son expression ne semble pas limitée à la couche des RGCs 

(Fig 3.A). En effet avec une meilleure résolution grâce au microscope confocal, le marquage 

anti-GFP peut être visualisé dans les trois couches de la rétine (Fig 3.B). Le marquage anti-GFP  
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Figure 3 : Caractérisation du pattern d’expression de la GFP exprimée à partir du transgène 
Tg(atoh5:gal4s1992t) 
A. Vue latérale (A) et dorsale (A’) de la tête d’une larve à 3dpf au macroscope, antérieur à droite. La GFP 
est bien exprimée dans l’œil ainsi que dans les projections des cellules ganglionnaires de la rétine. (B-C) 
vue latérale gauche à 2dpf après immuno-histochimie anti-GFP et marquage TOPRO au microscope 
confocal, antérieur vers le haut, postérieur vers le bas.  B. Expression de la GFP dans l’œil au confocal 
(somme de 64 plans) i) représentation schématique des différentes structures de l’œil et couches de la 
rétine : cristallin (C), cellules ganglionnaires (CG), interneurones (IN), photorécepteurs (Phr). ii) merge du 
signal GFP et TOPRO. iii) signal TOPRO. iv) signal GFP. C. Expression de la GFP dans la tête i) représentation 
schématique des différentes structures de la tête : bulbe olfactif (B), œil (O), glande pinéale (P), tectum 
optique (T). (ii-iii) projection maximale de 9 plans du signal TOPRO (ii) et GPF (iii). La glande pinéale est 
délimitée par des pointillés. iv) projection maximale de 64 plans du signal GFP. (v-vi) projection maximale 
de 12 plans du signal TOPRO (v) et GFP(vi). Le bulbe olfactif est délimité par des pointillés. 
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est également retrouvé dans plusieurs structures extra-rétiniennes, dont les projections 

axonales des RGCs vers le tectum optique, mais aussi dans certaines cellules du bulbe olfactif 

et du tectum optique (Fig 3.C). Cependant aucun marquage n’est observé dans la glande 

pinéale et ce pattern d’expression est similaire à 2dpf, 3dpf et 7dpf.  

 Ainsi le transgène Tg(atoh7:gal4s1992t) permet de produire une expression dans les 

RGCs.  L’expression induite dans les autres couches de la rétine n’est pas problématique dans 

notre cas, puisqu’abolir la neurotransmission des RGCs revient normalement à abolir toute 

neurotransmission provenant de la rétine et de ses différents types cellulaires. De plus, ce 

transgène ne génère pas d’expression dans la glande pinéale, ce qui pourrait permettre de 

différencier un rôle de la rétine d’un rôle de la glande pinéale. Cependant il semble conduire 

à une expression dans plusieurs structures extra-rétinienne, et les résultats obtenus avec des 

larves Tg(atoh7:gal4s1992t ;UAS:BoTxBLC-GFP) devront être pris avec précaution. 

 

 Après avoir caractérisé l’expression de la GFP dans la lignée 

Tg(atoh7:gal4s1992t ;UAS:GFP), nous avons procéder à une caractérisation phénotypique de 

la lignée Tg(atoh7:gal4s1992t ;UAS:BoTxBLC-GFP) (larves botox) pour valider l’utilisation de 

cet outil dans l’étude de la fonction des RGCs, mais aussi à moyen terme l’utilisation du 

système Tg(promoteur:gal4;UAS:BoTxBLC-GFP) pour bloquer la transmission synaptique 

d’autres cellules cibles. Après un pulse de 30min de lumière, nous pouvons distinguer un 

marquage cfos dans la glande pinéale des larves botox, ce qui suggère que les cellules opn4xa+ 

de la glande pinéale sont toujours présentes (Fig 4.A). Les larves botox, tout comme les larves 

lakritz, présentent un aspect plus noir que les larves contrôles à partir de 3-4dpf (Fig 4.B). 

Cette différence de pigmentation est  due à la non agrégation des mélanosomes en réponse 

à une lumière ou à un fond blanc en lien avec l’absence de photoréception provenant de la 

rétine (Kay et al., 2001; Shiraki et al., 2010). Afin de confirmer que les larves botox sont bien 

aveugles, nous avons procédé à un test de vision appelé test optomoteur (Hörnberg et al., 

2013). Dans ce test, les larves sont placées dans une boîte de pétri disposée sur un écran 

d’ordinateur mis à l’horizontale. Cet écran permet d’afficher un stimulus visuel composé 

d’alternances de bandes noires et blanches verticales en mouvement. Les larves de poisson 

zèbre non aveugles suivent ce stimulus et s’accumulent dans la partie de la boite de pétri 

correspondante à la direction du stimulus (Fig 4.C). Ainsi avant le stimulus, environ la moitié 

des larves contrôles sont dans la partie droite de la boite de pétri (correspondante à la 

direction du stimulus) tandis qu’après le stimulus 90% des larves se placent dans cette même  
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Figure 4 : caractérisation phénotypique de la lignée Tg(atoh5:gal4s1992t ;UAS:BoTxBLC-GFP) (larves botox) 
A. Induction de cfos suite à pulse de 30min de lumière à 2dpf dans la glande pinéale de larves contrôles et botox. B. 
Aspect global des larves contrôles et botox (macroscope, 4dpf). C. Représentation schématique du test optomoteur. 
En rose est représentée la zone considérée comme la zone droite. (D-F) Les larves contrôles et lakritz-/- ou botox 
ont été séparées sur la base de leur pigmentation. D. Schématisation de la position des larves contrôles et lakritz-/- 
avant et après le test optomoteur dans la boîte de pétri lors d’une expérience représentative. E. Quantification de 
la réponse au test optomoteur des larves contrôles et lakritz-/- (2 expériences, avec 13 ctrl et 12 lakritz-/- puis 12 
ctrl et 12 lakritz-/-). F. Schématisation de la position des larves contrôles et botox avant et après le test optomoteur 
dans la boîte de pétri lors d’une expérience représentative G. Quantification de la réponse au test optomoteur des 
larves contrôles et botox (3 expériences avec 20 ctrl et botox puis 20 ctrl et botox puis 24 ctrl et botox). 
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partie (Fig 4.(D-G)). Les larves aveugles, comme les larves lakritz, ne répondent pas à ce 

stimulus visuel et la moitié des larves se placent dans la partie droite de la boîte aussi bien 

avant qu’après le stimulus (Fig 4.D-F). Les larves botox ont quant à elles une réponse similaire 

au stimulus à celle des larves contrôles (Fig 4.E-G). Il se peut donc que certaines RGCs soient 

fonctionnelles dans les yeux des larves botox et que cela soit suffisant pour médier des 

réponses locomotrices visuelles. 

 

 Bien qu’elles présentent des défauts d’agrégation de leur pigment, une réponse 

connue pour être dépendante de l’œil, les larves botox répondent au test optomoteur et ne 

sont donc pas complétement aveugles. C’est pourquoi cet outil ne nous semble pas constituer 

un modèle adéquat pour étudier le rôle des cellules ganglionnaires de la rétine (opn4xa+ et 

opn4xa-) et nous ne l’avons pas utilisé par la suite. 

 

c) Les cellules opn4xa+ de la glande pinéale régénèrent après 

ablation au microscope biphoton 

 En parallèle de la recherche d’un modèle permettant d’étudier le rôle des cellules 

opn4xa+ de la rétine, nous avons voulu mettre au point un outil nous permettant d’étudier la 

fonction des cellules opn4xa+ de la glande pinéale. Au vue du faible nombre de cellules 

opn4xa+ dans la glande pinéale (4-5 cellules en moyenne) et de l’existence d’une lignée 

transgénique permettant de visualiser ces cellules, une stratégie intéressante était de 

procéder à l’ablation des cellules opn4xa+ de la glande pinéale au microscope biphoton (Fig 

1.E). La lignée utilisée pour visualiser les cellules opn4xa+ de la glande pinéale était la lignée 

Tg(tcf7 :gfp). Cette lignée constitue un rapporteur de l’expression du facteur de transcription 

tcf7 dans laquelle l’expression de la GFP dans la glande pinéale corrèle avec l’expression 

d’opn4xa jusqu’à environ 30hpf. Après ce stade apparaissent d’autres cellules, en général 

faiblement marquées, qui n’expriment pas opn4xa (Sapède et al., 2020). Nous avons effectué 

l’ablation à 27hpf, stade auquel 4-5 cellules expriment opn4xa (ce nombre n’augmente pas 

ensuite en conditions normales) puis fixé les larves à 8dpf pour vérifier la bonne ablation des 

cellules Tg(tcf7 :gfp)+ par un marquage anti-GFP. Nous avons également vérifié le bon état de 

la glande pinéale par un marquage anti-HuC/D (marqueur des neurones) et TOPRO (marquage 

des noyaux) pour détecter une éventuelle ablation « off target » (situation contrôle Fig 5.A-

B). En effet la technique utilisée étant une thermoablation, la chaleur peut se propager entre 

les cellules et créer des dommages collatéraux sur des cellules Tg(tcf7 :gfp)-. 
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Figure 5 : Les cellules Tg(tcf7:gfp)+   régénèrent après une ablation à 27 heures. 
A. Schéma de la glande pinéale d’une larve de poisson zèbre : en gris sont représentés les photorécepteurs 
classiques, en bleu les neurones de projection opn4xa- et en vert les neurones de projection opn4xa+. B. condition 
contrôle : vue dorsale d’une larve Tg(tcf7:gfp) au 10ème jour de développement, marquage HuC/D (neurones) et 
ToPro (noyaux). Cette lignée permet de visualiser les photorécepteurs atypiques de la glande pinéale (en pointillés 
et grossissement). L’étoile indique un œil. C, D. Sans guide la bonne ablation des cellules est appréciée par la 
disparition du signal GFP. E, F. 1 semaine après ablation, les larves sans guide présentent une glande pinéale de 
petite taille (une cellule Tg(tcf7:gfp)+ HuC/D- est marquée avec une flèche). G, H. Le guide permet de distinguer une 
simple perte de la fluorescence de la GFP (G, flèche) d’une vraie ablation (H, flèche, même cellule après le second 
essai d’ablation) grâce à l’aspect du noyau, ainsi que de repérer les éventuels dommages collatéraux (têtes de 
flèches). I, J. Avec guide, les cellules Tg(tcf7:gfp)+  régénèrent (I) et la glande pinéale n’est pas endommagée (J). (C-
J) échelle = 20µm, vues dorsales avec le pôle antérieur vers le haut. K,L. Nombre de cellules Tg(tcf7:gfp)+  avant (K) 
et une semaine après ablation (L) chez les individus contrôles ou ablatés, avec ou sans injection de l’ARNm H2B:RFP. 
M. Nombre de cellules HuC/D+ une semaine après ablation. 
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L’ablation avec ce protocole expérimental était difficile : plusieurs « pulses » de laser étaient 

nécessaires et ne permettaient parfois pas d’éliminer la cellule. Sans guide, le seul critère 

disponible est la disparition du signal GFP à la fin de l’expérience d’ablation (Fig 5.C-D), mais 

cela ne permet pas de faire la différence entre une vraie ablation ou une simple perte de la 

fluorescence de la GFP. En observant les larves fixées une semaine après l’ablation, 1 à 2 

cellules Tg(tcf7:gfp)+ sont quelques fois présentes et 60% des individus ne présentent aucune 

cellule Tg(tcf7:gfp)+, suggérant une ablation efficace (Fig 5.E-K-L). Cependant la glande pinéale 

de ces larves a l’air affectée (Fig 5.E-F) : en particulier, le nombre de cellules HuC/D+ de la 

glande pinéale est considérablement réduit (Fig 5.F-M) suggérant que dans ces conditions les 

cellules Tg(tcf7:gfp)+ sont bien éliminées, mais avec des dommages créés dans la glande 

pinéale. 

  Afin d’optimiser les conditions d’ablation, nous avons décidé d’injecter un marqueur 

nucléaire (l’ARNm codant pour l’histone H2B fusionnée à la RFP, H2B:RFP) au stade une cellule 

pour nous servir de guide. En effet, cela permet de visualiser la bonne élimination des cellules 

par l’aspect des noyaux et de visualiser d’éventuels dommages collatéraux créés lors de 

l’ablation (Fig 5.G-H). Une semaine après ablation, les individus ont alors un nombre de 

cellules HuC/D+ semblable à ceux des contrôles (Fig 5.J-M). L’ablation est donc mieux 

contrôlée et spécifique avec l’aide du guide. Cependant nous pouvons constater la présence 

d’en moyenne 2 à 3 cellules Tg(tcf7:gfp)+ de forte intensité dans les larves ablatées (Fig 5.I-K-

L), suggérant une régénération des cellules Tg(tcf7:gfp)+. 

 

 Cela suggère donc que les conditions d’ablation sans guide sont trop fortes et 

entrainent des dommages collatéraux ablatant des progéniteurs à l’origine de la régénération 

de cellules Tg(tcf7:gfp)+. Les conditions d’ablation plus précises avec le guide permettent aux 

progéniteurs de ne pas être endommagés et la réapparition de cellules Tg(tcf7:gfp)+. Les 

cellules Tg(tcf7:gfp)+ régénérées expriment la GFP avec une forte intensité, c’est pourquoi 

nous pensons qu’elles sont opn4xa+. Cependant il faudrait réaliser un marquage opn4xa une 

semaine après l’ablation pour en être sûr. La technique d’ablation au laser des cellules 

Tg(tcf7:gfp)+ étant suivie d’une régénération, elle ne nous semble pas être une technique 

satisfaisante pour étudier le rôle de ces cellules au cours du rythme circadien, c’est pourquoi 

nous ne l’avons pas utilisée. 
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2. Analyse des données d’activité locomotrice : méthodes de 

calcul de la période (détail de la procédure utilisée dans Chaigne et 

al.,) 

 Afin d’étudier un rôle possible d’opn4xa et des RGCs dans la régulation des rythmes 

circadiens par la lumière, nous avons étudié un rythme circadien comportemental, le rythme 

circadien de l’activité locomotrice. En effet le rythme circadien de l’activité locomotrice est 

l’un des rythmes circadiens pour lequel il existe le plus de données concernant la larve de 

poisson zèbre, et un système expérimental d’acquisition et de traitement des données 

d’activité locomotrice avait commencé à être mis en place par Dora Sapède et Elise Cau. Afin 

de quantifier les différences ou l’absence de différences observées entre génotypes, nous 

souhaitions pouvoir extraire de ces données différents paramètres, notamment la période et 

la phase de l’activité locomotrice de chaque larve. C’est pourquoi nous avons cherché une 

méthode assez simple d’utilisation pour extraire ces paramètres.  

 

 Nous avons utilisé le site Biodare2 (biodare2.ed.ac.uk/), qui permet une visualisation 

dynamique des données, propose de faire du « detrending » (pour éliminer des tendances 

présentes dans les données - grosses différences d’amplitude au cours du temps, petites ou 

grandes fréquences représentant respectivement du bruit et des tendances d’amplitude par 

exemple - qui rend les oscillations plus difficile à détecter ou visualiser), et permet de calculer 

la phase et la période avec 6 méthodes basées sur différentes techniques (Zielinski et al., 2014) 

(Fig 6-7).  

 Certaines de ces méthodes (FFT-NLLS et SR) utilisent la transformation de Fourier : 

aussi appelée analyse spectrale, méthode basée sur l’observation de Joseph Fourier selon 

laquelle n’importe quelle série temporelle peut être décrite par la combinaison d’ondes 

sinusoïdales et cosinus de différentes fréquences. L’analyse spectrale quantifie la contribution 

de chaque fréquence au signal temporel et permet d’identifier la ou les fréquences 

dominantes dans la série temporelle grâce à leur amplitude. La fréquence étant l’inverse de 

la période, cela permet donc d’estimer la période de la série temporelle. 

 On peut diviser les 6 méthodes en trois groupes selon la technique de base utilisée. 

Trois méthodes se basent sur le spectre de fréquence : 

• LSPR (Lomb Scargle Periodogram) : analyse la contribution de chaque fréquence dans 

la série temporelle. Pour chaque point de temps, la valeur présente dans la série de 

données est multipliée par la valeur de la fonction cosinoidale à ce point de temps, et 
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ce résultat est ajouté pour chaque point de temps. De façon simplifiée, si la période de 

la fonction coisinoidale correspond à la période ayant la plus grande contribution dans 

la série de données, alors chaque fois que la série de donnée à sa valeur maximale, la 

fonction coisinoidale aussi et la multiplication et somme des deux sera importante. 

Lorsque la fonction coisinoidale aura une valeur négative, la série de données sera à 

sa valeur minimale et une petite valeur sera enlevée à la somme. Cela résultera en une 

valeur importante, qui représente le numérateur de la formule utilisée pour calculer 

le spectre de fréquence. Le dénominateur représente un facteur d’échelle qui reflète 

la “valeur” de la contribution de la fonction coisinoidale aux temps donnés. La même 

chose est faite pour la sinusoïdale de la même période, qui est ajouté au résultat de la 

fonction coisinoidale. Ainsi la fréquence ayant le résultat final le plus important 

correspond à la période dominante dans la série de données. 

• MESA (Maximum Entropy Spectral Analysis) : cette méthode considère qu’une valeur 

à un temps t est une fonction linéaire de la combinaison des valeurs précédentes plus 

du bruit. Des coefficients sont ainsi utilisés dans cette fonction, choisis selon 

l’approche des moindres carrés. L’analyse spectrale se base sur ces coefficients pour 

définir la fréquence, donc la période, ayant la plus grande contribution dans la série 

temporelle.  

• SR (Spectrum Resampling) : cette méthode utilise le spectre de fréquence généré par 

la transformée de Fourier (FFT). Ce spectre de fréquence est lissé (chaque point de 

temps est moyenné par la valeur échelonnée de ses voisines), du bruit est ajouté, puis 

le nouveau spectre de fréquence est à nouveau lissé, son pic maximum est enregistré, 

et les étapes précédentes sont répétées 1000 fois. Les 1000 pics enregistrés sont 

moyennés pour reporter la fréquence et donc la période. 

 Deux méthodes se basent sur le « curve fitting », qui consiste à essayer de trouver une 

courbe de période connue qui représente le mieux le jeu de données : 

• MFF (mFourfit) : a été développé pour être utilisé sur des séries temporelles ayant une 

période stable. Cette méthode est aussi basée sur le fait que n’importe quelle série 

temporelle peut être décrite par la combinaison d’ondes cosinus de différentes 

fréquences, mais dans cette méthode les fréquences des ondes sont dépendantes les 

unes des autres : une fonction coisinoidale principale d’une période t est définie, puis 

jusqu’à 4 autres fonction coisinoidales de périodes t/2 à t/5 lui sont ajoutées pour 

améliorer le curve fitting. L’algorithme teste ainsi différentes périodes t dont les limites 
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sont définies par l’utilisateur, et reporte celle pour laquelle le curve fitting donne le 

moins de différence entre les vraies données aux temps t et les données théoriques à 

ces temps (approche des moindres carrés). Le désavantage de cette méthode est 

qu’elle a été développée pour toujours reporter une période même si la série 

temporelle est arythmique, et qu’il est nécessaire d’avoir un a priori sur la plage de 

période que l’on lui fournit.  

• FFT-NLLS (Fast Fourier Transform Non Linear Least Square) : Cette méthode ressemble 

au mFourfit, à la différence que les périodes de chaque fonction coisinoidale sont 

indépendantes, le nombre de fonction coisinoidales ajoutées peut aller jusqu’à 25, et 

un indice de confiance est donné pour la période, phase et amplitude. Une analyse 

rapide de Fourier (FFT) (voir paragraphe suivant) est utilisée pour obtenir les valeurs 

initiales de la période, qui sont ensuite améliorées par le NLLS (approche des moindres 

carrés). 

La dernière méthode est le Chi-Square, appelé ici EPR (Enright Periodogram) : la série de 

données est coupée en sections selon une période et les superpose jusqu’à trouver la période 

qui donne la meilleure superposition (si les creux coïncident entre les sections, cela donnera 

une faible somme des données et si les pics coïncident entre sections, cela donnera une 

somme importante des données, ce qui au final donnera une amplitude importante. L’EPR 

reporte ainsi la période pour laquelle cette amplitude est la plus importante). 

 

 L’équipe ayant développé Biodare2 reporte le MFF, FFT-NLLS et le MESA comme les 

méthodes les plus précises pour calculer la période dans la plupart des conditions testées 

(données sur peu de temps, bruit, données non sinusoïdales) (Zielinski et al., 2014). Cependant 

le FFT-NLLS est susceptible aux tendances présentes dans les données, et le MFF reporte une 

période même si les données sont arythmiques. Biodare2 recommande d’utiliser le FFT-NLLS 

et le MESA, qui sont des méthodes complémentaires car ne reposant pas sur le même principe 

de base pour procéder au calcul de la période, et d’enlever les tendances « baseline trends » 

observables qui sont susceptibles d’influencer sur le calcul de période pour le FFT-NLLS. 
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Figure 6 : Schématisation de différentes méthodes de calcul de période basées sur le spectre de 
fréquence 
Présentation de la méthode de Fourier, LSPR (Lomb Scargle Periodogram), MESA (Maximum Entropy 
Spectral Analysis) et SR (Spectrum Resampling). 
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Figure 7 : Schématisation de différentes méthodes permettant de calculer la période 
Présentation du principe général de curve fitting utilisé par le mFourfit et le FFT-NLLS (Fas Fourier 
Transform Non Linear Least Square) ainsi que de la méthode Chi-Square aussi appelée EPR 
(Enright Periodogram). 
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B.  L’œil et la mélanopsine opn4xa ne sont pas 

nécessaires dans le photoentrainement de l’activité locomotrice 

chez le poisson zèbre 

 

 Grâce aux outils génétiques et techniques validés, nous avons ainsi étudié le rôle des 

cellules ganglionnaires (opn4xa+ et opn4xa-) de la rétine (mutant lakritz) et de la 

photosensibilité intrinsèque des cellules opn4xa+ de la glande pinéale et de la rétine (mutant 

opn4xa) dans la régulation des rythmes circadiens de l’activité locomotrice par la lumière. 

 Nous avons étudié le rythme circadien de l’activité locomotrice de ces mutants dans 

différentes conditions d’illumination (LD, DD, LL). Nous avons également mis en place un 

protocole de phase shift (PS) au niveau comportemental pour tester les capacités de 

photoentrainement de ces mutants ainsi que du double mutant lakritz ; opn4xa-/-, qui permet 

d’analyser une possible compensation entre une fonction de la rétine et un rôle de la 

photosensibilité intrinsèque des cellules opn4xa+ de la glande pinéale.  

 Ces différentes expériences ont ainsi permis de démontrer que les cellules 

ganglionnaires de la rétine (opn4xa+ et/ou opn4xa-) et opn4xa ne sont pas nécessaires pour 

l’alignement du rythme de l’activité locomotrice à des conditions d’illumination LD, le 

développement du rythme circadien de l’activité locomotrice et son maintien en conditions 

d’illumination constante (DD ou LL). Ces expériences révèlent cependant que les cellules 

ganglionnaires de la rétine sont impliquées dans le processus de masking, car les larves lakritz 

sont spécifiquement moins actives que leurs congénères durant le jour dans les expériences 

LD. Toutefois ce processus ne semble pas nécessiter la photosensibilité intrinsèque des 

cellules opn4xa+ de la rétine ou de la glande pinéale puisque les larves opn4xa-/- ne 

présentent pas de défaut de masking détectable. Enfin les cellules ganglionnaires de la rétine 

et opn4xa ne semblent pas nécessaires pour le photoentrainement du rythme circadien de 

l’activité locomotrice suite à un pulse de lumière blanche en début de nuit subjective. 

 Les cellules opn4xa+ de la rétine et la mélanopsine opn4xa ne semblent donc pas avoir 

un rôle majeur dans la régulation des rythmes circadiens de l’activité locomotrice par la 

lumière chez le poisson zèbre, contrairement aux cellules opn4+ et à la mélanopsine opn4 chez 

la souris. Cette étude soulève donc une différence d’organisation majeure du système 

circadien du poisson zèbre par rapport à celui des mammifères : chez le poisson zèbre, la 
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fonction de l’œil semble totalement dispensable pour l’alignement du rythme de l’activité 

locomotrice à des conditions d’illumination LD et au photoentrainement du rythme circadien 

de l’activité locomotrice. 
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Figure 8 : La différence du niveau d’activité observée en LL entre les larves opn4xa+/+ et 
opn4xa-/- est observée dès le premier jour 
LD : résultat de 3 expériences indépendantes. LL : résultat de 4 expériences indépendantes. 
 



149 
 

C. Résultats complémentaires partie 2 

1. Différence du niveau d’activité des larves opn4xa-/- en LL 

 Dans les expériences LL, nous pouvons observer une différence du niveau d’activité 

entre les larves opn4xa+/+ et opn4xa-/- (Fig 8). Cependant nous ne pouvons pas conclure que 

cette différence de niveau d’activité est liée aux conditions d’illuminations, car : 

• Une grande variabilité du niveau d’activité est observée spécifiquement dans nos 

expériences LL : par exemple, les larves lakritz sont hyperactives dans une expérience, 

hypoactives dans une autre et ont un niveau d’activité similaire aux contrôles dans une 

dernière expérience (Fig 9). L’hypoactivité que nous observons pour les larves lakritz 

en LD se retrouve quant à elle dans les 3 expériences réalisées (Fig 10).  

• La différence du niveau d’activité des larves n’est pas observée dans toutes nos 

expériences LL opn4xa  (Fig 11) 

• La différence du niveau d’activité entre les larves opn4xa+/- et opn4xa-/- est observée 

dès le premier jour, pendant lesquelles les larves sont encore dans les mêmes 

conditions que le LD (Fig 8) 

 

C’est pourquoi nous n’avons pas poursuivi sur l’analyse de cette différence du niveau 

d’activité. 

  



150 
 

 

Figure 9 : Le niveau d’activité entre des larves de différents génotypes est très variable en LL 
LL : résultat des 3 expériences présentées ci-dessous (LL2, LL3, LL4). 
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Figure 10 : Le niveau d’activité entre des larves de différents génotypes est stable en LD 
LD : résultat des 3 expériences présentées ci-dessous (LD2, LD3, LD4). 
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Figure 11 : La différence du niveau d’activité n’est pas observée de manière stable en LL 
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2. L’horloge circadienne n’est pas affectée de manière drastique 

au niveau moléculaire dans les larves opn4xa-/- en LD ou en LL 

 En parallèle de l’étude des rythmes circadiens au niveau comportemental, nous avons 

voulu tester les larves opn4xa-/- en LD et LL pour leurs rythmes circadiens au niveau 

moléculaire. 

 Nous avons analysé l’expression de différents gènes liés à l’horloge moléculaire et/ou 

des gènes dont l’expression est décrite comme activée par la lumière (spécifiés par *) : 

bmal1a, clock1a, per1b, aanat2 (gène cible de l’horloge codant pour une enzyme de la voie 

de synthèse de la mélatonine), per1a*, per2*, cry1a*, reverbb1* (gène d’une boucle 

accessoire de l’horloge), dec1* (gène d’une boucle accessoire de l’horloge), tefalpha* (gène 

codant pour un facteur de transcription  qui pourrait être le lien entre la lumière et l’activation 

d’autres gènes par la lumière) (Fig 12.A). Nous avons ainsi étudié par RT-qPCR l’expression des 

transcrits de ces gènes de d5 18h (avant le début de l’exposition au régime LL) à d7 18h et ce 

toutes les 3 heures (Fig 12.B) Nous avons ensuite comparé cette expression entre les larves 

wild-type et opn4xa-/- avec une ANOVA à deux facteurs (temps et génotype) en LD (de d5 18h 

à d6 18h) et LL (de d6 18h à d7 18h). 

 

 Tous les gènes étudiés sont exprimés de façon rythmique, aussi bien pour les larves 

wild-type que opn4xa-/- (Fig 12.C, Fig 13, Tables 1-2). De façon globale, l’expression de ces 

gènes ne semble pas affectée de façon drastique chez les larves opn4xa-/-. L’ANOVA détecte 

cependant des différences en LD pour les gènes bmal1a (interaction temps x génotype, test 

post hoc significatif pour le temps d6 18h), cry1a (influence du génotype mais pas de temps 

reporté comme significatif par le test post hoc), et en LL pour les gènes bmal1a (influence du 

génotype mais pas de temps reporté comme significatif par le test post hoc), dec1 (influence 

du génotype et interaction temps x génotype, temps d7 12h et d7 18h reportés comme 

significatif par le test post hoc) et per1b (influence du génotype mais pas de temps reporté 

comme significatif par le test post hoc). Ces différences sont subtiles et pourraient refléter 

une altération de l’expression de ces gènes dans un organe ou un tissu spécifique. 
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Figure 12 : L’horloge circadienne moléculaire n’est pas affectée dans les larves opn4xa-/- 
(partie 1) 
A. Schématisation de l’horloge circadienne au niveau moléculaire (boucle principale en gris 
foncé, boucles accessoires en gris clair). L’expression de dec1, reverb et aanat2 est induite par 
BMAL/CLOCK. DEC1 inhibe l’activité de BMAL/CLOCK. REVERB inhibe la transcription de bmal et 
clock. La lumière induit l’expression de tefalpha, gène codant pour un facteur de transcription 
qui pourrait être le lien entre la lumière et l’activation de gènes induits par la lumière (en blanc). 
B. Les larves opn4xa+/+ et opn4xa-/- sont récoltées de d5-18h à d7-18h toutes les 3 heures pour 
étudier l’expression de différents gènes en lien avec l’horloge circadienne par RT-qPCR. C. 
Expression de bmal1a, clock1a, per1b et aanat2 au cours du temps mesuré par RT-qPCR entre 
les larves opn4xa+/+ (en bleu) et opn4xa-/- (en orange). 
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Figure 13 : L’horloge circadienne moléculaire n’est pas affectée dans les larves opn4xa-/- 
(partie 2) 
Expression de per1a, per2, cry1a, reverrbb1, dec1, tefalpha, des gènes induits par la lumière, au 
cours du temps mesuré par RT-qPCR entre les larves opn4xa+/+ (en bleu) et opn4xa-/- (en 
orange) 
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Gène p value temps p value 

génotype 

p value temps x 

genotype 

Bonferonni 

aanat2 **** ns ns  

per1a **** ns ns  

per2 **** ns ns  

bmal1a **** ns * **d6 18h 

clock1a **** ns ns  

reverbb1 ** ns ns  

tefalpha **** ns ns  

dec1 **** ns ns  

per1b **** ns ns  

cry1a *** ** ns ns 

 

Gène p value temps p value 

génotype 

p value temps x 

genotype 

Bonferonni 

aanat2 *** ns ns  

per1a **** ns ns  

per2 **** ns ns  

bmal1a **** * ns ns 

clock1a **** ns ns  

reverbb1 **** ns ns  

tefalpha **** ns ns  

dec1 **** * * * d7 12h, ** d7 

18h 

per1b **** *** ns  

cry1a **** ns ns  

 

Table 1 : résultats de l’ANOVA à deux facteurs suivi du test de Bonferonni lors de la condition 
LD (de d5 18h à d6 18h) de l’expression des gènes étudiée par RT-qPCR 
 
 

Table 2 : résultats de l’ANOVA à deux facteurs suivi du test de Bonferonni lors de la condition 
LD (de d5 18h à d6 18h) de l’expression des gènes étudiée par RT-qPCR 
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3. Zantiks 

 

 Durant le déroulement de ce projet de thèse, l’équipe de P.Blader a fait l’acquisition 

d’une nouvelle machine de comportement, la Zantiks, qui offre la possibilité d’utiliser des 

lumières de différentes longueurs d’onde avec un contrôle temporel très précis ainsi qu’un 

système de tracking interne permettant un gain de temps sur le traitement des données 

d’activité. Ce système, plus sophistiqué que la Zebrabox et moins couteux que les machines 

de comportement offrant des possibilités similaires (Viewpoint ou Daniovision), permet 

d’effectuer un panel d’expériences plus large et ce de manière plus autonome et rapide (Table 

3). 

 

 Le contrôle de la Zantiks se fait entièrement par un logiciel accessible via un navigateur 

web en utilisant des scripts simples écrits avec le langage Zanscript. Cela a comme avantage 

de permettre un contrôle très précis des conditions de l’expérience et des données générées, 

mais a comme désavantage qu’une fois l’expérience terminée, il n’est pas possible de changer 

les paramètres utilisés (par exemple pas de possibilité d’avoir la distance parcourue par 

seconde si on avait défini comme paramètre d’enregistrer la distance parcourue par minute). 

De plus, bien que l’on puisse regarder le flux vidéo et le tracking effectué en direct (défini par 

une croix sur le flux vidéo), il n’est possible d’enregistrer que de courts films (de quelques 

minutes) car ceux-ci sont directement stockés de façon interne sur la Zantiks avec une capacité 

de stockage limitée. Il est donc difficile de vérifier le tracking effectué ultérieurement et de le 

comparer avec celui effectué par le logiciel Ethovision.  

 Cependant après plusieurs tests, nous avons conclu que le tracking de l’activité 

locomotrice effectué par la Zantiks n’était pas suffisamment performant pour être exploité 

pour des expériences de comportement sur de longues durées. 
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 Caractéristiques 
techniques 

Propriétés 
lumineuses 

Contrôle de la 
température 

Tracking 
Interne 

Enregistrement 
de films 

 

 

 

 

 

Boîte 
hermétique 
équipée d’une 
caméra 
infrarouge 
reliée à un 
ordinateur 

Lumière 
blanche en 
dessous de la 
plaque de 
comportement, 
contrôle 
temporel peu 
précis via un 
minuteur 
externe 

Pas de contrôle 
interne de la 
température 

Non, films 
enregistrés sur 
disque dur 
externe à 
tracker via un 
logiciel 
externe 

Oui, 
enregistrement 
possible de 
films de 
plusieurs 
heures sur un 
disque dur 
externe relié à 
l’ordinateur 

 

Boîte 
hermétique 
avec lumière, 
température et 
tracking à 
contrôler via le 
software interne 
(script 
Zanscript) 

Contrôle 
temporel 
précis de la 
lumière ; LEDS 
RGB au-dessus 
de la plaque de 
comportement 

Système interne 
de contrôle de la 
température 
précis 
(ventilation 
interne) et 
possibilité 
d’enregistrer la 
température. 
Nécessité de 
fermer la plaque 
de 
comportement 
avec un film 
adhésif 
transparent pour 
limiter 
l’évaporation 
due à la 
ventilation. 
Nécessité 
d’utiliser le 
système de 
ventilation car la 
machinerie 
interne génère 
une hausse de la 
température 
(environ 31°C à 
l’intérieur de la 
machine) 

Oui : 
paramètres de 
tracking à 
définir avant 
l’expérience 
(tracking par 
seconde, par 
minute,… ; 
paramètres de 
détection des 
larves ; 
calibrations 
internes 
régulières 
requises 
pendant 
l’expérience) ; 
tracking non 
satisfaisant 
sur du long 
terme 

Non, possibilité 
de faire de faire 
des films de 
quelques 
minutes 
(enregistrement 
des films sur le 
disque dur 
interne de la 
Zantiks) 

Table 3 : Comparaison des propriétés de la Zebrabox et de la Zantiks 
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4. Déplacer la plaque de comportement influe sur le 

comportement des larves 

 

 Lors de l’étude dans Chaigne et al, …, nous avons pu établir que les RGCs et opn4xa 

n’étaient pas nécessaires pour médier un décalage de phase (phase shift) de l’activité 

locomotrice induit par un pulse de lumière blanche administré en début de nuit. Nous 

supposons donc que les RGCs et opn4xa ne sont soit pas impliqués dans le processus de 

photoentrainement, soit que d’autres cellules et opsines compensent leur perte. Par 

conséquent nous avons voulu tester les capacités de photoentrainement de nos larves 

lakritz;opn4xa-/- avec un pulse de lumière bleue pour être dans des conditions réduisant la 

possibilité d’une compensation par d’autres opsines n’étant pas activées par la lumière bleue.  

 

 Nous avons ainsi souhaité exploiter les capacités de la Zantiks, une machine intégrant 

un suivi de l’activité locomotrice et la possibilité d’utiliser des lumières de différentes 

longueurs d’onde (verte, bleue, rouge) avec un timing très précis. Cependant après plusieurs 

tests, nous avons conclu que le tracking de l’activité locomotrice effectué par la Zantiks n’était 

pas suffisamment performant pour être exploité pour des expériences de comportement sur 

de longues durées. Nous avons donc voulu réaliser le tracking dans la Zebrabox et déplacer la 

plaque contenant les larves pour réaliser un pulse de lumière bleue (Table 3, Fig 14.A). Avant 

de procéder à ces expériences, nous avons avant tout d’abord vérifié si le fait de déplacer la 

plaque de comportement de la Zebrabox à la Zantiks puis de la Zantiks à la Zebrabox 

(expérience DDT) n’induisait pas en lui-même un phase shift, comme cela a été montré pour 

le transfert d’explants de rétine d’un incubateur à un autre (Calligaro et al., 2020). 

 Nous avons comparé des pools de larves contrôles d’une expérience DDT avec des 

larves contrôles d’expériences DD et PS (Fig 14.(C-F)). Nous avons ensuite calculé la différence 

de phase avant et après le moment du transfert avec les méthodes FFT-NLLS et MESA de 

Biodare2 (Δphase).  

 Nous observons que les courbes DDT et DD sont décalées après le moment du 

transfert. Le transfert induit donc un phase shift, mais légèrement plus faible que celui induit 

par le pulse de lumière blanche, car nous observons un léger décalage des courbes DDT et PS 

après le moment du transfert. Le calcul de phase avec la méthode FFT-NLLS confirme le fait 

que le transfert induise un délai de phase, puisque le test de Kruskal-Wallis reporte un Δphase 

différent entre le DDT et le DD des fonds lakritz et opn4xa ainsi qu’un Δphase non différent  
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entre le DDT et le PS des deux fonds. De plus le calcul de phase avec la méthode MESA reporte 

un Δphase différent entre le DDT et le DD du fond opn4xa et un Δphase non différent entre le 

DDT et le PS du fond opn4xa (Table 4). Pour le fond lakritz, le test de Krukal-Wallis ne reporte 

pas de différence de Δphase entre le DD et le PS du fond lakritz calculé avec la méthode MESA, 

ce qui implique que cette méthode n’est peut-être pas appropriée pour le calcul de phase. 

  

 Ces résultats indiquent donc que le fait de déplacer la boite de comportement dans la 

Zantiks influe sur le comportement des larves (décalage de phase). Ce décalage induit par le 

transfert peut être dû au mouvement provoqué par le déplacement de la plaque qui réveille 

inévitablement les larves, ou à un phase shift induit par une différence de température à 

l’intérieur des deux boites de comportement. En effet l’une ne possède pas de système de 

contrôle de la température (Zebrabox) tandis que l’autre a un système de contrôle de la 

température qu’il est nécessaire de mettre en marche car son système électrique produit de 

la chaleur (Zantiks), et il est possible que la température ne soit pas exactement au même 

niveau entre les deux boites. Pour procéder à un test de phase shift avec une lumière bleue, 

il faudra donc soit modifier la Zantiks pour améliorer son tracking, soit y ajouter un système 

permettant de filmer les larves pendant plusieurs jours, ou encore modifier la Zebrabox pour 

y inclure la possibilité d’utiliser des lumières de différentes longueurs d’onde. 

  

  



161 
 

 

Figure 13 : Déplacer les larves de la Zebrabox à la Zantiks induit un phase shift 
A. Protocole expérimental des expériences DD, PS, et DDT (DD avec déplacement dans la 
Zantiks). (B-F) Les pointillés roses correspondent au moment du pulse ou déplacement dans la 
Zantiks. (B-C) Comparaison de l’expérience DDT avec les expériences DD et PS des contrôles du 
fond lakritz. (E-F) Comparaison de l’expérience DDT avec les expériences DD et PS des contrôles 
du fond opn4xa. 
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DDT (vs DD et PS ctrl lakritz) 

 

Condition FFT-NLLS MESA 

DDT vs DD * n.s 

DDT vs PS n.s n.s 

DD vs PS *** n.s 

 

DDT (vs DD et PS ctrl opn4xa) 

 

Condition FFT-NLLS MESA 

DDT vs DD *** * 

DDT vs PS n.s n.s 

DD vs PS *** *** 

 

  

Condition FFT-NLLS : Δphase moyenne+/-S.D 

en heures (n) 

MESA : Δphase moyenne+/-

S.D en heures (n) 

DDT 3.86 +/- 2.15 (22) 3.56 +/- 4.44 (19) 

DD 2.48 +/- 1.61 (30) 4.16 +/- 3.47 (18) 

PS 4.74 +/- 1.83 (44) 5.23 +/- 2.26 (31) 

Condition FFT-NLLS : Δphase moyenne+/-S.D 

en heures (n) 

MESA : Δphase moyenne+/-

S.D en heures (n) 

DDT 3.86 +/- 2.15 (22) 3.56 +/- 4.44 (19) 

DD 0.99 +/- 2.21 (34) 0.82 +/- 1.96 (22) 

PS 4.30 +/- 2.42 (32) 4.55 +/- 2.64 (20) 

Table 4 : Calcul du phase shift induit par le déplacement des larves 
Δphase des expériences de DDT (déplacement des larves), DD et PS des différents fonds génétiques 
calculés avec le FFT-NLLS et le MESA (biodare2.ed.ac.uk) et du résultat du test de Kruskall-Wallis 
suivi du test de Dunns (DDT vs DD vs PS). En gris sont représentés les résultats statistiques qui 
montrent que le déplacement a un effet sur le comportement des larves. 
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5. Les RGCs, mais pas le gène opn4xa, sont impliqués dans la 

réponse locomotrice à une transition lumineuse 

 

 Lors d’une transition lumineuse (« light-off » pour lumière vers obscurité et « light-

on » pour obscurité vers lumière), les larves de poisson zèbre ont une réponse locomotrice 

immédiate appelée startle response. Les startle response de type light-on et light-off sont 

abrogées dans les larves chk (qui présentent une absence d’œil mais dans lesquelles d’autres 

structures sont aussi possiblement affectées) et la startle response light-off n’est pas 

retrouvée dans les larves énucléées (la startle response light-on n’ayant pas été testée dans 

ces larves) (Emran et al., 2007; Fernandes et al., 2012). Suite à la startle response se déroule 

une réponse à court terme dans la minute qui suit la transition lumineuse, qui semble elle 

aussi impliquer l’œil : dans l’étude d’Emran avec le mutant chk, cette réponse à court terme 

light-on et light-off est complétement absente tandis que dans l’étude de Fernandes avec les 

larves énucléées elle est diminuée pour la transition light-off. Il est à noter que la pinéale 

semble également impliquée dans la réponse à court terme light-off puisque les larves où les 

photorécepteurs classiques de la glande pinéale ont été ablatées de façon génétique ont une 

activité légèrement moindre que les larves contrôles dans la minute qui suit la transition 

(Fernandes et al., 2012). 

 L’œil est donc impliqué dans la réponse à une transition lumineuse, et nous nous 

sommes demandé.e.s si les cellules opn4xa+ de l’œil pouvaient être les médiatrices de ce 

processus. De plus des expériences préliminaires effectuées par Elise Cau suggéraient que le 

gène opn4xa été impliqué dans la réponse à des transitions light-on : dans des expériences 

d’illuminations ultradiennes (alternances de 1h de lumière et 1h d’obscurité sur plusieurs 

jours), les larves opn4xa-/- semblaient avoir une réponse locomotrice atténuée lors des 

transitions obscurité vers lumière. Cependant l’appareillage utilisé pour ces expériences 

n’était pas assez précis pour pouvoir conclure que la réponse locomotrice était en lien avec 

une transition lumineuse, car le contrôle temporel de l’illumination devait se faire via un 

minuteur externe à la boîte de comportement qui permet un contrôle temporel au quart 

d’heure près environ. De plus nous avons remarqué en regardant le tracking en temps réel 

effectué par le logiciel Ethovision que les transitions lumineuses engendraient de gros 

problèmes de détection des larves, et donc un tracking non exploitable au moment des 

transitions lumineuses. Les données générées ne permettaient donc pas d’identifier les startle 

responses ou même les réponses à la transition lumineuse à court ou moyen terme. 
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Figure 14 : La réponse locomotrice à une transition lumineuse n’est pas affectée chez les larves 
opn4xa-/- 
(A-F) Réponse locomotrice à une transition LIGHT OFF avec lumière bleue (A-C) ou à une transition 
LIGHT ON avec lumière bleue (D-F) de larve issues d’un croisement (opn4xa+/-;lakritz+/-)². Les 
larves contrôles sont opn4xa+/+;lakritz+/+ ou +/- ; les larves opn4xa-/- sont opn4xa-/-;lakritz+/+ 
ou +/- ; les larves lakritz-/- sont opn4xa+/+;lakritz-/- ; les larves doubles sont opn4xa-/-;lakritz-/-. 
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Pour savoir si le gène opn4xa, et potentiellement les cellules opn4xa+ de la rétine sont 

impliquées dans la réponse à une transition lumineuse, nous avons utilisé la Zantiks. Bien que 

les données effectuées par le tracking interne ne soit pas satisfaisantes pour des expériences 

de longue durée, nous avons tout de même observé que les données extraites à partir de ce 

même tracking au niveau des transitions lumineuses sur de courts temps étaient exploitables. 

Nous avons confirmé que ces données de tracking étaient en concordance avec la réponse des 

larves que nous pouvions observer à l’œil sur les courtes vidéos faites aux moments des 

transitions lumineuses dans les expériences d’où provenaient ces données (très 

grossièrement, mouvement ou absence de mouvement). Nous avons ainsi observé la light-on 

et light-off response de larves issues d’un croisement (opn4xa+/- ;lakritz+/-)² dans deux 

expériences de phase shift avec lumière bleue (1 transition light-on à minuit soit CT15 et 1 

transition light-off à 2h du matin soit CT17 entre 6dpf et 7dpf) ainsi que dans une expérience 

de LD avec lumière blanche (3 transitions de chaque type entre 5 et 7dpf à 9h du matin soit 

ZT0 et 23h soit ZT14), aucun double mutant dans cette expérience). Les résultats obtenus 

étant similaires dans les deux types d’expériences, seuls les résultats des deux expériences de 

phase shift sont représentées dans la Figure 15. 

  

 La réponse à une transition light-off des larves contrôles est en accord avec ce qui est 

montré dans l’étude d’Emran. Ainsi, lorsque la lumière s’éteint, les larves contrôles présentent 

immédiatement un pic d’activité, puis un niveau d’activité plus élevé qu’avant la transition, ce 

que nous observons à la fois sur les vidéos et à partir des données de tracking (Fig 15.A-C-E). 

Cette réponse ne semble pas affectée chez les larves opn4xa-/- qui présentent un profil 

similaire aux larves contrôles (Fig 15.A). Les larves lakritz, tout comme les doubles mutants 

(opn4xa-/- ;lakritz) ne présentent pas de pic d’activité (absence de startle response light-off), 

ce qui est en accord avec les résultats de l’étude d’Emran et de Fernandes (Fig 15.C-E). Dans 

la minute qui suit la transition, les larves lakritz et double mutantes ont un niveau d’activité 

légèrement plus bas que les contrôles, en accord avec l’étude de Fernandes mais contredisant 

l’étude d’Emran dans laquelle pour les larves chk cette réponse est complétement abolie (Fig 

15.C-E). Cela confirme que l’œil ne semble pas être la seule structure affectée dans le mutant 

chk. 

 Si le profil de la réponse à une transition light-off correspond à ce qui a été 

précédemment publié, nos larves ne présentent pas un pic soudain d’activité locomotrice 

suite à une transition light-on (lumière bleue ou blanche), aussi bien dans nos données que 
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sur les vidéos (Emran et al., 2007; Liu et al., 2015; Zhang et al., 2016b) (Fig 15.B-D-F). Nous 

observons cependant une augmentation de l’activité locomotrice dans la minute qui suit la 

transition, qui ne semble pas affecté chez les larves opn4xa-/- et qui semble légèrement 

diminuée chez les larves lakritz et double mutantes (Fig 15.B-D-F). La différence dans la 

réponse à la transition lumineuse light-on de nos larves est peut-être dû à un fond génétique 

différent par rapport aux autres publications : en effet nos larves ont un fond génétique TLAB 

et leur profil de réponse light-on est plus similaire aux larves TLAB de 9dpf de Liu, qui ont une 

startle response (absente dans nos larves) puis une augmentation de leur niveau d’activité 

global par rapport à celui d’avant la transition (présente dans nos larves) (Liu et al., 2015). 

Nous ne pensons pas que cela soit due à une différence de lumière utilisée, car en visualisant 

les vidéos réalisées dans la Zebrabox où la lumière blanche est différente de celle de la Zantiks 

(niveau d’illumination semblables – 300 lux pour la Zebrabox et  340 lux pour la Zantiks – mais 

utilisation de deux systèmes différents – ampoule blanche pour la Zebrabox et mélange de 

LED RGC pour la Zantiks-), nous n’observons pas les larves effectuer de startle responses suite 

à une transition light-on contrairement à la transition light-off où elle est très marquée. 

  

 Nos résultats confirment donc que l’œil est nécessaire pour la réponse immédiate à 

une transition light-off (avec lumière bleue ou blanche) et est impliqué dans la réponse à court 

terme pour cette même transition, mais ne semble pas nécessiter la photosensibilité 

intrinsèque des cellules opn4xa+ de la rétine ou de la glande pinéale. L’œil semble également 

impliqué dans la réponse à une transition light-on, mais tout comme pour la transition light-

off cela ne semble pas nécessiter la photosensibilité intrinsèque des cellules opn4xa+ de la 

rétine ou de la glande pinéale. 
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D. Matériel et Méthodes des résultats complémentaires 

 

Elevage des poissons zèbre 

Les animaux ont été élevés dans une eau à 27°C en cycle jour/nuit de 14h/10h (lumière à 9h 

du matin) selon les conditions décrites dans la littérature (Westerfield, 1993). Après 

fécondation les embryons sont récoltés et placés dans une étuve à 28°C jusqu’au stade 

souhaité. Les embryons destinés à l’ablation ont été placés à 31°C pendant une journée afin 

d’accélérer leur développement et l’apparition de cellules Tg(tcf7:gfp)+ fortes. 

 

ISH 

Les hybridations in situ ont été réalisées selon les mêmes protocoles que dans Sapède et al., 

2020 et Chaigne et al., en préparation. 

 

RT-qPCR 

Les ARNs totaux de 3 pools de 15 larves ont été extraits au Trizol (selon le protocole de Claudia 

Rödel, 2012, TRIzol® LS Reagen protocol -Ambion, Cat#10296-) aux temps précisés. L’ADNc a 

été synthétisé à partir de 200ng d’ARN et la qPCR a été réalisée avec le mix Syber Green et la 

machine CFX96 (Biorad). La quantité d’ARN a été normalisée par la β-actine. Les amorces 

utilisées sont données en suivant. 

dec1 

sens:   5’-CGCTGGATATCTCTGACATGCAAGG-3’ 

anti-sens:  5’-CGTGAGTTTAAGGTGTTCGGGCAG-3’ 

per1a 

sens:   5’-GAGACGACGGAAAGCAAGAG-3’ 

anti-sens:  5’-GCTCTGAACTTCCGCTCAAA-3’ 

per2 

sens :   5’-GCTTCACCACACCATACAGG-3’ 

anti-sens :  5’-GTCTGACGGGGACGAGTCT-3’ 

cry1a 

sens :   5’-AGGCGTGGAGGTGATAGTTC-3’ 

anti-sens :  5’-TGCTGATGAGGGTCTGGAGG-3’ 

per1b 

sens :   5’-ATGTGCAGGCTGTAGATCCC-3’ 
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anti-sens :  5’-CCGTCAGTTTCGCTTTTCTC-3’ 

aanat2 

sens:   5’-GACGCCATCAGTGTGTTTG-3’ 

anti-sens :  5’-ATGGACAGCTCAGGACACTG-3’ 

clock1a 

sens :   5’-CGCAAGCACAAAGAAATTG-3’ 

anti-sens :  5’-CCAGCATCAGCTGTGTGAAC-3’ 

bmal1a 

sens :   5’-TGTAACGCAATGTCTCGCAAG-3’ 

anti-sens :  5’-GGGCCCCTCGTAATGTCTTC-3’ 

β-actine 

sens :   5’-GCCTGACGGACAGGTCAT-3’ 

anti-sens :  5’-ACCGCAAGATTCCATACCC-3’ 

tefalpha 

sens :   5’-TCGCCTCTTCTACAGTTCACA-3’ 

anti-sens :  5’-TTCCCCATCTGCTCTTGTTT-3’ 

reverbB1 

sens :   5’-ATCCGTCGGCATGTCAAGAG-3’ 

anti-sens :  5’-CTGGAGCTGACTGTTGTTCATC-3’ 

 

Génotypage 

Le génotypage pour opn4xa a été réalisé en utilisant un protocole PCR classique (Quillien et 

al., 2011) avec les oligos suivants : 5'-GGACGCCTCCAAACTACTTC-3' (sens) et 5’-

CGAACACCCACTCCTTGTAC-3' (anti-sens). Des produits PCR de 110pb pour l'allèle wt et de 

127pb pour l'allèle mutant ont été obtenus et détectés sur gel très résolutif (agarose 4%). 

 

Ablation 

Les larves anesthésiées à la tricaïne ont été montées dans de l’agarose 0.8% avant d’être 

analysées au microscope biphoton Leica SP5. L’ablation a été faite à l’objectif à eau X25, zoom 

8 avec les paramètres suivants : gain 23%, offset 60% et temps de 10 à 80 ms. A la fin des 

ablations, celles-ci ont été vérifiées par imagerie en microscopie confocale sur le même 

microscope que pour l’ablation. 
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Immunofluorescence 

Les embryons ont été fixés (PFA 4% pendant au moins 2h) une semaine après l’ablation. Après 

dépigmentation (10% H2O2, 5% KOH) une immunofluorescence a été effectuée contre la GFP 

et HuC/D dans des individus Tg(tcf7:gfp)+/- avec les anticorps primaires anti GFP (Torrey Pines 

Biolabs) et anti HuC/D (Molecular Probes) et les anticorps secondaires anti rabbit et anti 

mouse couplés à alexa 488 et 533 respectivement. Un marquage des noyaux a été effectué en 

utilisant la ToPro (Molecular Probes). Les individus ont ensuite été montés sur lame avec du 

glycérol 70% pour observation en microscopie confocale (Leica SP5). 

 

Test optomoteur 

Le test optomoteur a été effectué sur la base d’un test décrit précédemment (Hörnberg et al., 

2013). Le même nombre de larves contrôles et mutantes/transgéniques (identifiées grâce à 

leur pigmentation) de 5dpf (« days post fertilization » pour jours après fécondation) ont été 

placées dans deux boîtes de pétri distinctes avant l’expérience. Les deux boîtes de pétri ont 

été disposées sur un écran d’ordinateur mis à l’horizontal puis laissées sur l’écran pendant 10 

minutes dans le noir pour habituation. Le stimulus visuel ensuite affiché à l’écran consistait en 

une alternance de bandes blanches et noires faites sous Powerpoint (19.05cm de hauteur x 

1.6cm de largeur, 4 diapositives avec des bandes décalées de 0.64cm tournant en boucle avec 

0.30sec entre chaque diapositive). Une photo avant et après le stimulus (d’une durée de 1 à 

10min) ont été prises à l’aide d’un smartphone. Le nombre de larves situées à gauche et à 

droite de la boite de pétri par rapport au stimulus a ensuite été compté puis le pourcentage 

de larves placées à droite de la boite de pétri (% de larves répondant au stimulus) a été calculé. 

 

Acquisition des données d’activité locomotrice (Fig 16) 

 6 jours avant le début de l’expérience (soit d-1 pour « day- 1 »), des adultes 

hétérozygotes sont croisés afin d’avoir au sein d’une même expérience des larves contrôles 

ou wild-type et mutantes provenant du même fond génétique (Fig A.a). Des adultes ayant déjà 

effectués au moins une première ponte (Jason Rihel, communication personnelle) sont 

croisés, avec si possible un seul couple par bac pour avoir le plus de traçabilité des embryons 

pondus dans l’expérience (couples différents, adultes zebra ou léo, mauvais développement 

d’une ponte en particulier, etc…). Dans le cas où les adultes ne pondent pas bien, l’utilisation 

d’un bac en forme de plage avec plusieurs couples dans un même bac peut améliorer les 
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pontes. Un séparateur (séparation des mâles et femelles d’un bac) peut être utilisé pour éviter 

les pontes nocturnes. 

 Le lendemain matin (soit d1) les œufs pondus sont récoltés (Fig 16.A.b). Il est important 

de mettre moins de 50 embryons par boîte pour limiter les problèmes de développement, et 

si possible garder le maximum d’embryons provenant d’une même ponte (Fig 16. A.c). Les 

embryons se développent dans un bain marie à l’animalerie à 28°C en cycle LD (lumière vers 

9h15 et obscurité vers 23h15, soit 14h de lumière et 10h d’obscurité) pour qu’ils développent 

un rythme circadien de l’activité locomotrice robuste (Fig 16.A.d). Au moins 4 cycles LD depuis 

la ponte sont nécessaires pour observer par la suite un rythme robuste de l’activité 

locomotrice dans la majorité des larves (Hurd and Cahill, 2002). Il est important que les larves 

soient au même stade de développement au cours des différents types d’expériences (LD, LL, 

DD, etc…) car le stade de développement influence l’activité locomotrice. Les expériences 

préliminaires au laboratoire avaient été faites soit après 6 cycles LD (pour les expériences se 

déroulant ensuite sur deux jours) ou après 5 cycles LD (pour les expériences se déroulant 

ensuite sur trois jours). Nous avons alors choisi d’élever les embryons pendant 5 cycles LD au 

cours de leur développement pour garder une continuité avec les expériences préliminaires 

faites au laboratoire sur trois jours. 

 Le matin du 5ème cycle LD (soit d5), les larves qui ne présentent pas de problème de 

développement (larves hors de leur chorion, présence d’une vessie natatoire, observation de 

nage) sont sélectionnées et placées délicatement dans la plaque de comportement pour 

habituation (Fig 16. A.e). Une seule larve est placée par puit afin de pouvoir tracker le 

mouvement de larves individuelles après l’expérience. La plaque est ensuite replacée dans le 

bain marie jusqu’à la fin de l’après-midi pour que les larves continuent à se développer dans 

une température stable. Les expériences préliminaires avaient été faites avec une plaque 24 

puits à puits ronds et côtés opaques, mais nous avons constaté que cela n’était pas optimal. 

En effet nous avions peu de larves contrôles/wild-type et mutantes et étions obligé.e.s de faire 

beaucoup d’expériences pour comparer les larves entre elles. Il existait en plus de fortes 

variations entre les différentes expériences, ce qui rendait la comparaison de larves issues 

d’expériences différentes et de génotypes différents difficile. C’est pourquoi nous avons testé 

l’utilisation d’une plaque 96 puits (à puits carrés et complétement transparent) (Whatman® 

UNIPLATE, 105x69mm) pour pouvoir comparer le maximum de contrôles/wild-type avec des 

mutants au sein d’une même expérience. Cela limite ainsi le nombre d’expériences à faire et 

donc la variabilité dûe à la comparaison d’expériences différentes, mais au détriment d’un 
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tracé individuel d’activité locomotrice beaucoup moins robuste qu’avec la plaque 24 puits. Cela 

est certainement dû au fait que les puits sont plus petits dans la plaque 96 puits, ce qui limite 

les mouvements des larves, mais également à la forme des puits, puisque nous observons que 

les larves ont tendance à se placer dans les coins des puits carrés tandis qu’elles nagent en 

rond dans les puits ronds. Malgré ces limites, nous avons choisi de continuer à utiliser la plaque 

96 puits pour tout simplement pouvoir procéder à des conclusions plus fiables sur des 

différences observées entre génotypes. 

 En fin d’après-midi, la plaque est placée dans la Zebrabox (toujours en cycle LD) (Fig 

16.A.f). Cette Zebrabox est une boîte en bois quasi hermétique équipée d’une caméra 

infrarouge sur le dessus de la boîte, reliée à un ordinateur pour enregistrer les films (30 frames 

par secondes), qui seront sauvegardés sur un disque dur externe. La Zebrabox est également 

équipée d’une lumière infrarouge (pour détecter les larves même dans le noir) et blanche en 

dessous de la plaque de comportement. Le cycle d’illumination en lumière blanche est 

contrôlé par un minuteur branché à une prise électrique (minuteur à picots de tranches de 

15min pour éteindre ou allumer la lumière). Ce minuteur doit être placé au plus loin de la 

Zebrabox pour le que le bruit produit n’influe pas sur le comportement des larves. Puisque la 

Zebrabox ne contient pas de système de contrôle de la température, celle-ci est située dans 

une petite pièce obscure équipée d’un radiateur réglé à 27°C. La température est enregistrée 

toutes les heures à l’aide d’une sonde placée dans la Zebrabox. 

 Le lendemain juste avant le début du d6 (soit avant 9h du matin), l’acquisition des 

données commence en débutant l’enregistrement des films dans les conditions 

d’illuminations désirées (Fig 16.A.g). 

 Les expériences préliminaires qui avaient été faites sur deux jours (de d7 jusqu’au matin 

de d9) ne permettaient pas de procéder par la suite à des calculs de période robustes, nous 

avons donc procédé à des expériences plus longues sur trois ou quatre jours (de d6 jusqu’au 

matin de d9 ou d10) qui permettent des calculs de période et de phase plus précis, mais tout 

en ce que les larves n’arrivent pas à un stade de développement où il est nécessaire de les 

nourrir (épuisement de leur stock de vitellus) pour avoir le moins d’influence sur leur 

comportement. A la fin de l’expérience, les larves pour lesquelles des problèmes 

morphologiques sont observés (queue tordue, absence de vessie natatoire, etc…), les puits 

présentant une évaporation trop importante de l’eau ainsi que les puits ne comportant pas 

de larve ou plus d’une larve sont enlevés de l’analyse par la suite. 
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Traitement des données d’activité locomotrice 

 Après l’acquisition des données (film des larves), le traitement de ces données est 

effectué pour extraire l’activité locomotrice de chaque larve et procéder à des calculs de 

période et/ou phase sur cette activité. En parallèle le génotypage de chaque larve est effectué 

si besoin (par PCR et/ou de par l’aspect de leur pigmentation) (Fig 16.B-C). 

 Le logiciel Ethovision permet de détecter chaque larve à partir des films et d’en extraire 

différents paramètres, dont la distance parcourue par temps donné (Fig 16.B.a). Ainsi la 

distance parcourue en millimètre par minute de chaque larve est calculée avec les paramètres 

suivants établis sur la base des expériences préliminaires et ajustés pour conserver les mêmes 

paramètres pour toutes les expériences :  

• Detection Settings (paramètres de détection des larves) :  

• Dynamic Substraction (examine le contraste absolu entre les pixels d'une image de 

référence et la nouvelle image numérisée, tout en mettant à jour l'image de référence 

sur chaque échantillon ; méthode recommandée lorsqu’il y a des différences 

d’illuminations au sein de l’expérience et ne requiert pas d’avoir une image de la 

plaque de comportement sans larve) 

• Subject Color compared to background : darker (les larves sont plus sombres que le 

fond); Dark : 7 to 120 (paramètres de « noirceur » des larves) 

• Frame Weight : 2 

• Track Smoothing Profiles :  

• Minimum Distance Moved : 0.2mm (distance minimale pour considérer que la larve 

bouge ; attention paramètre nécessaire pour ne pas observer de mouvements 

“fantômes ») 

• Direct (A>MDM) 

• Data Profiles : 

• Results per time bin (time bin d’une minute) 

• Ignore last time bin if incomplete 

• Analysis Profiles :  

• Distance moved of the center-point 

 Ethovision génère alors des fichiers Excel donnant la distance parcourue en millimètres 

par minute pour chaque larve.  

 Les fichiers d’une même expérience sont ensuite légèrement modifiés avec un script R 

(remplacer « 1 », « 2 », « 3 », … par « Arena 1 », « Arena 2 », « Arena 3 », …) pour ensuite être 
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traités par le programme wakefish de Laurent Sanchou (programme en python) pour avoir un 

seul fichier Excel donnant la distance parcourue en millimètre par minute sur 10 minute pour 

chaque larve (Fig 16.B.b). Les données correspondantes aux larves et puits présentant des 

problèmes sont enlevées et le bon génotype est associé à chaque larve pour ensuite pouvoir 

visualiser les données individuelles ou les données moyennées par génotype avec Excel ou R 

(Fig 16.B.c). 

 Après avoir calculé la période et/ou la phase de chaque larve, les analyses statistiques 

ont été effectuées avec le logiciel Prism. Nos données n’étant pas paramétriques, nous avons 

utilisé des tests non paramétriques. 

 Les données sont représentées avec le logiciel R, et plus particulièrement la librairie 

ggplot2 pour représenter les périodes et la suite de librairies rethomics pour les données 

d’activité locomotrice, qui permet d’ajouter des annotations précises sur les conditions 

d’illuminations utilisées (Geissmann et al., 2019). 

 

Startle 

Les embryons issus de croisements de poissons (opn4xa+/- ;lakritz+/-)² ont été élevés dans un 

cycle LD de 14h/10h dans une eau à 27°C pendant 5 cycles LD. Chaque larve a été placée dans 

un puit d’une plaque 96 puits (Whatman UNIPLATE) le soir du 5ème cycle LD (4dpf), puis la 

plaque a été introduite dans la boîte de comportement Zantiks MWP (Zantiks Ltd., Cambridge, 

UK).  Les larves ont été mises en condition de noir constant à partir de 23h lors du 5ème cycle 

LD et leur comportement a été tracké par la Zantiks en unité arbitraire par seconde. Un pulse 

de lumière bleue a été administré de minuit à 2h dans la nuit entre le 6dpf et 7dpf. Le 

comportement des larves au moment des transitions lumineuses+/-60 secondes a ensuite été 

extrait grâce à un script R. Les larves lakritz ont été identifiées sur la base de leur pigmentation, 

et le génotype pour opn4xa a été identifié par PCR. 

 

Test d’une expérience de phase shift avec lumière bleue 

L’activité locomotrice et son analyse ont été réalisées, à quelques différences près, selon le 

protocole utilisé dans Chaigne et al. La température de la pièce a été maintenue entre 28 et 

29°C tout au long de l’expérience par un système de climatisation. Afin de procéder au test, la 

plaque contenant les larves a été transférée à la main à CT16 (1 heure du matin) de la Zebrabox 

à la zantiks, où la température a été maintenue à 29°C, puis replacée dans la Zebrabox à CT18 

(3 heures du matin) entre le deuxième et troisième jour en DD. 
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Figure 15 : processus d’acquisition, traitement et représentation de l’activité locomotrice 
A. Processus d’acquisition des données (1 : radiateur à 27°C ; 2 : disque dur externe utilisé pour sauvegarder 
les films ; 3 : logiciel pour enregistrer les films ; 4 : caméra infrarouge ; 5 : sonde de température ; 6 : lumières 
infrarouge et blanche ; 7 : minuteur pour contrôler la lumière blanche). B. Processus de traitement des 
données. C. En parallèle du traitement des données, les larves sont génotypées par PCR ou par leur 
pigmentation. D. Représentation des données. 
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 Chez les mammifères, l’œil représente la seule structure impliquée dans un des effets 

directs de la lumière sur l’activité locomotrice, le masking, et le photoentrainement. Ces 

processus nécessitent une population particulière de RGCs, appelés ipRGCs ou 

photorécepteurs atypiques, définis par l’expression de la mélanopsine, et impliquent à la fois 

l’intégration de l’information lumineuse provenant des photorécepteurs classiques de la 

rétine par les ipRGCs et la photosensibilité intrinsèque des ipRGCs médiée par la mélanopsine. 

Bien que l’expression de la mélanopsine ait été observée chez tous les vertébrés étudiés, son 

rôle et le rôle des cellules qui l’expriment ont seulement été adressé chez des modèles 

mammifères nocturnes, comme la souris, et ne sont pas connus chez les vertébrés diurnes et 

les vertébrés non mammifères. De plus les vertébrés non mammifères possèdent d’autres 

structures photosensibles en plus de l’œil (œil pariétal, glande pinéale et photorécepteurs du 

cerveau). De ce fait nous pouvons nous demander si l’œil et les cellules à mélanopsine ont un 

rôle aussi crucial entre vertébrés diurnes et nocturnes ou entre vertébrés non mammifères et 

mammifères dans la médiation des effets directs et circadiens de la lumière sur le 

comportement.  

 Nous avons ainsi étudié certaines cellules à mélanopsine ainsi que le rôle de l’œil et de 

la mélanopsine chez un vertébré non mammifère diurne utilisé en chronobiologie, le poisson 

zèbre. Dans un premier temps, nous avons caractérisé la réponse à la lumière des cellules à 

mélanopsine de la glande pinéale (cellules opn4xa), puis re-caractérisé l’expression de deux 

mélanopsines décrites comme étant exprimées dans les RGCs (opn4xa et opn4b). Nous avons 

ensuite exploré la nécessité de l’œil et de la mélanopsine opn4xa dans la régulation d’effets 

directs de la lumière sur l’activité locomotrice : le masking et la réponse à une transition 

lumineuse, ainsi que dans des effets de la lumière sur le rythme circadien de l’activité 

locomotrice : le développement de ce rythme, l’effet d’une lumière constante sur ce rythme 

et le photoentrainement de ce rythme.  
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I. Caractérisation de deux mélanopsines exprimées dans les 

RGCs chez la larve de poisson zèbre : opn4xa et opn4b 

 

La mélanopsine opn4xa définit une nouvelle population de neurones de 

projection de la glande pinéale 

 

 Dans une étude précédente, la mélanopsine opn4xa avait été décrite comme exprimée 

dans quelques cellules placées autour de la glande pinéale, mais pas au sein de celle-ci au vue 

de l’absence de co-marquage entre opn4xa et otx5 (Matos-Cruz et al., 2011). Cependant otx5 

ne représente pas un marqueur pan-pinéal puisqu’il n’est exprimé que dans les 

photorécepteurs classiques de cette structure. En combinant des hybridation in situ pour 

opn4xa avec un immuno-marquage anti-GFP dans les lignées Tg(aanat2:GFP) ou 

Tg(elavl3:GFP), qui marquent respectivement les photorécepteurs classiques (PhR) et les 

neurones de projection (PN) de la glande pinéale, nous avons observé qu’opn4xa n’est pas 

exprimé dans les PhR mais dans les PN de la glande pinéale. 

 Nous avons ensuite caractérisé la réponse des PN opn4xa- et opn4xa+ suite à un pulse 

de 30 minutes de lumière (réponse LIGHT ON) ou d’obscurité (réponse LIGHT OFF) avec 

l’expression du marqueur précoce d’activité fos. Les PN opn4xa- montrent ainsi une réponse 

LIGHT OFF, tandis que les PN opn4xa+ sont les seuls PN à être activés par un pulse de lumière. 

Ils sont ainsi activés par une lumière blanche, bleue ou verte mais pas par une lumière rouge. 

Cette activation n’est pas observée dans les mutants opn4xa-/-, révélant qu’opn4xa confère 

une photosensibilité intrinsèque aux PN. 

 

➢ opn4xa définit donc une nouvelle population de neurones de projection de la glande 

pinéale, représentant les seuls neurones de projection de type LIGHT ON de la glande 

pinéale et caractérisés par une photosensibilité intrinsèque médiée par la 

mélanopsine opn4xa. La glande pinéale de la larve de poisson zèbre contient donc 

des cellules semblables aux ipRGCs. 
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Les mélanopsines opn4xa et opn4b sont exprimées dans les RGCs et les 

interneurones de la rétine 

 

 Chez la larve de poisson zèbre, les 5 gènes de mélanopsines sont exprimés dans la 

rétine, mais seul opn4xa avait été décrit comme exprimé dans les RGCs par hybridation in situ 

(Matos-Cruz et al., 2011). Une étude récente utilisant du séquençage des transcripts de 

cellules uniques suggère cependant qu’en plus d’opn4xa, la mélanopsine opn4b est également 

exprimée dans les RGCs (Kölsch et al., 2021). Nous avons ainsi ré-étudié l’expression de ces 

deux mélanopsines par hybridation in situ et avons observé qu’opn4xa et opn4b sont tous 

deux exprimés à la fois dans des interneurones et des RGCs. Nous observons un plus grand 

nombre de cellules opn4xa que de cellules opn4b, indiquant que certains RGCs n’expriment 

que opn4xa. Cependant Les transcrits pour opn4xa et opn4b étant trop faiblement exprimés 

dans l’œil, une double hybridation in situ pour opn4xa et opn4b est impossible et nous ne 

savons donc pas si ces mélanopsines sont co-exprimées ou si elles délimitent deux populations 

distinctes d’ipRGCs. Nous ne savons également pas si les cellules opn4xa et opn4b ont une 

réponse de type LIGHT ON ou LIGHT OFF et si l’expression de la mélanopsine leur confère une 

photosensibilité intrinsèque.  

 

➢ Il existe donc une grande diversité de cellules à mélanopsine dans la rétine de la larve 

de poisson zèbre, dont des ipRGCs exprimant opn4xa et/ou opn4b. 

  



183 
 

II. Modèles génétiques pour étudier le rôle des cellules à 

mélanopsine et de la mélanopsine opn4xa 

 

Les cellules opn4xa de la glande pinéale ne sont plus photosensibles dans le 

mutant opn4xa-/-  

  

 La mélanopsine opn4xa étant exprimée dans des ipRGCs et des cellules de la pinéale 

semblables aux ipRGCs, il nous a semblé intéressant d’étudier son rôle chez le poisson zèbre. 

A cette fin, un mutant opn4xa-/- a été généré au laboratoire par CRISPR/Cas9. Ce mutant 

présente une insertion de 17 nucléotides conduisant à un codon stop prématuré dans le 

second exon du gène. Ce mutant est prédit comme étant un mutant nul, et en effet bien qu’on 

observe toujours la présence de cellules opn4xa dans la rétine et la glande pinéale des larves 

opn4xa-/-, aucun marquage fos n’est observé dans la glande pinéale de ces mêmes larves 

après un pulse de lumière de 30 minutes. Les cellules opn4xa de la glande pinéale, et 

possiblement de la rétine, ne sont donc plus photosensibles dans le mutant opn4xa-/-. 

 

➢ Le mutant opn4xa-/- permet donc d’étudier le rôle de la photosensibilité intrinsèque 

médiée par opn4xa dans des ipRGCs de la rétine et des cellules semblables aux 

ipRGCs de la glande pinéale. 

 

Les cellules opn4xa de la glande pinéale ne sont pas affectées dans le mutant 

lakritz  

  

 Comme différentes mélanopsines sont exprimées dans l’œil du poisson zèbre, dont 

opn4xa et opn4b dans les RGCs, nous avons d’abord voulu étudier le rôle global de l’œil grâce 

au mutant lakritz. Ce mutant présente un défaut de développement des RGCs et aucune 

connexion neuronale n’est présente entre l’œil et le cerveau. Les larves lakritz ont également 

un défaut d’agrégation des pigments, qui est une réponse des mélanophores à la lumière, et 

ne répondent pas au test optomoteur, utilisé comme test de vision (Kay et al., 2001; Hörnberg 

et al., 2013). Le mutant lakritz devrait donc permettre d’étudier la fonction des RGCs plus 

globalement la fonction neuronale de l’œil. Comme les mutations qui affectent l’œil affectent 

souvent la glande pinéale chez le poisson zèbre, et que des cellules à mélanopsine sont 
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présentes dans la glande pinéale, nous avons vérifié que les cellules opn4xa de la glande 

pinéale n’était pas affectées dans le mutant lakritz. Nous avons observé par hybridation in situ 

que les cellules opn4xa sont toujours présentes dans la glande pinéale mais pas dans la rétine 

du mutant lakritz et qu’elles activent toujours l’expression de fos suite à un pulse de lumière 

de 30 minutes. Ainsi les cellules à mélanopsine de la rétine, mais pas celles de la glande 

pinéale, sont affectées dans le mutant lakritz. 

 

➢ Le mutant lakritz représente donc un bon modèle pour étudier la fonction des RGCS 

(mélanopsine+ et mélanopsine-), et plus globalement la fonction neuronale de l’œil 

chez le poisson zèbre. 

➢ Cependant puisque les larves lakritz présentent un défaut d’agrégation de leurs 

pigments, on peut se demander si les phénotypes comportementaux observés donc 

directement dus à la fonction de l’œil ou indirectement liée à une moins bonne 

pénétration de la lumière dans d’autres structures photosensibles. Pour vérifier si le 

phénotype n’est pas lié à la pigmentation, il faudrait alors utiliser des larves non 

pigmentées. L’utilisation du PTU (composant chimique inhibant le développement des 

pigments) étant toxique et ayant un effet sur le comportement, une combinaison avec 

des mutants non pigmentés comme les mutants nacre ou crysta, qui ont une réponse 

au test optomoteur intacte, pourrait être envisagée (Antinucci and Hindges, 2016). 

 

Les larves Tg(atoh:gal4 ;uas:botox) ne sont pas complétement aveugles 

 

 En complément du mutant lakritz, nous avons voulu mettre au point un modèle 

permettant de bloquer la transmission synaptique provenant des RGCs. Nous avons pour cela 

utilisé le système uas/gal4 pour exprimer la toxine botulique (Tg(uas :botox)) via le 

Tg(atoh:gal4) exprimé dans les RGCs. Bien que l’on observe un défaut d’agrégation des 

pigments dans les larves double transgéniques, nous avons observé que ces larves répondent 

toujours au test optomoteur, et qu’elles ne sont donc pas complétement aveugles. 

 

➢ Puisqu’elles ne sont pas complétement aveugles, les larves Tg(atoh:gal4 ;uas:botox) 

ne représentent pas un modèle adéquat pour étudier le rôle de la signalisation 

provenant des RGCs. Certains RGCs semblent échapper à ce système : cela remet 

donc en cause l’utilisation du Tg(uas:botox) pour bloquer la transmission synaptique 
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et/ou le Tg(atoh:gal4) pour mener une expression dans les RGCs et/ou le système 

uas/gal4. 

 

Les cellules Tg(tcf7:gfp) de la glande pinéale régénèrent après ablation au 

microscope biphoton 

 

 Puisque les cellules opn4xa sont présentes en très faible nombre dans la glande pinéale 

et que nous disposons d’une lignée transgénique permettant de visualiser ces cellules 

(Tg(tcf7 :gfp)), il est possible de réaliser l’ablation des cellules opn4xa de la glande pinéale au 

microscope biphoton. Nous avons cependant observé que l’ablation est suivie d’une 

régénération de cellules Tg(tcf7:gfp). Bien que cela soit une donnée intéressante, cette 

régénération est problématique dans notre cas. 

 

➢ Puisque des cellules Tg(tcf7 :gfp), que nous pensons être des cellules opn4xa, 

régénèrent après ablation au microscope biphoton, ce système ne nous semble pas 

adapté pour étudier le rôle des cellules opn4xa de la glande pinéale. 
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III. Implication de l’œil et de la mélanopsine opn4xa dans les 

effets directs de la lumière 

 

L’œil, mais pas opn4xa, est impliqué dans un des effets directs de la lumière 

sur l’activité locomotrice : le masking 

 

 Chez les mammifères, le masking (effet direct de la lumière sur l’activité locomotrice) 

est médié par les ipRGCs, et le masking d’un autre comportement chez la larve de poisson 

zèbre (la position dans une colonne d’eau médiée par une lumière bleue) a été proposé 

comme impliquant des RGCs exprimant la mélanopsine opn4xa (Lin and Jesuthasan, 2017). 

Nous avons donc étudié si le masking de l’activité locomotrice suite à une lumière blanche 

impliquait l’œil et la mélanopsine opn4xa. 

 Nous avons ainsi observé que les larves lakritz ont une activité locomotrice diminuée 

par rapport aux larves contrôles spécifiquement lors de période d’illumination du cycle LD et 

lors d’un pulse de lumière blanche. Cependant nous ne détectons pas ces défauts dans les 

larves opn4xa-/-. Cela révèle donc que l’œil est impliqué dans le masking de l’activité 

locomotrice, comme chez les mammifères, mais que la photosensibilité médiée par opn4xa 

dans les RGCs et la glande pinéale n’est pas nécessaire dans ce processus. Bien qu’il soit 

affecté, le masking est toujours présent dans les larves lakritz puisque nous observons 

toujours une élévation de l’activité locomotrice lors d’un pulse de lumière. Cela signifie donc 

que ce n’est pas la seule structure photosensible impliquée dans ce processus, contrairement 

à l’œil des mammifères. En plus de l’œil, les photorécepteurs classiques de la glande pinéale 

ou d’autres photorécepteurs présents dans le cerveau pourraient médier le masking chez le 

poisson zèbre.  

 

➢ Le rôle de l’œil dans le masking de l’activité locomotrice est donc conservé chez le 

poisson zèbre, mais ce n’est pas la seule structure impliquée dans ce processus 

contrairement aux mammifères. La photosensibilité médiée par opn4xa dans l’œil et 

la glande pinéale n’est pas nécessaire dans le processus de masking. 

 

L’œil, mais pas opn4xa, est impliqué dans un des effets directs de la lumière 

sur l’activité locomotrice : la réponse à une transition lumineuse 
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 Lors d’une transition lumineuse, on peut observer une réponse locomotrice des larves 

de poisson zèbre. La réponse locomotrice immédiate suite à une transition lumineuse lumière 

vers obscurité (startle response LIGHT OFF) nécessite la fonction de l’œil, puisqu’elle est 

complétement absente chez les larves énuclées (Fernandes et al., 2012). La startle LIGHT ON 

pourrait également impliquer l’œil puisque les larves chk, qui n’ont pas d’œil mais sont 

également affectées pour d’autres structures, n’ont pas de réponse LIGHT ON ou LIGHT OFF. 

La réponse locomotrice à court terme suite à une transition LIGHT OFF (dans la minute qui suit 

la transition lumineuse) implique plusieurs structures, dont la glande pinéale, l’œil, et la région 

otpa+ de l’hypothalamus. Nous avons donc testé si l’œil et la photosensibilité médiée par 

opn4xa étaient impliqué.e.s dans la réponse à une transition lumineuse LIGHT ON et LIGHT 

OFF à court terme et moyen terme avec une lumière blanche ou bleue.  

 Nous avons observé que la réponse immédiate LIGHT OFF est absente chez les larves 

lakritz, ce qui confirme que l’œil est nécessaire dans ce processus, mais est intacte dans les 

larves opn4xa-/-. Ainsi la photosensibilité intrinsèque des cellules de l’œil via opn4xa n’est pas 

nécessaire dans ce processus. La réponse à court terme LIGHT OFF est quant à elle diminuée 

chez les larves lakritz, en accord avec le fait que l’œil n’est pas la seule structure impliquée 

dans ce processus. Cependant cette réponse est intacte chez les larves opn4xa-/-, ce qui 

signifie que la photosensibilité intrinsèque des cellules opn4xa de l’œil et de la glande pinéale 

ne sont pas nécessaires. Enfin la réponse LIGHT ON de nos larves wild type n’est pas assez 

marquée pour statuer sur une réponse immédiate ou à court terme et conclure avec certitude 

sur la présence ou non d’un phénotype. La réponse globale LIGHT ON semble cependant 

diminuée chez les larves lakritz mais n’est pas affectée chez les larves opn4xa-/-. 

 

➢ L’œil est nécessaire pour la réponse immédiate à une transition LIGHT OFF blanche 

ou bleue, mais ce processus ne nécessite pas la photosensibilité intrinsèque de l’œil 

et de la glande pinéale médiée par opn4xa. 

➢ L’œil est une des structures impliquées dans la réponse à court terme à une 

transition LIGHT OFF blanche ou bleue, mais ne nécessite pas opn4xa. 
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IV. Implication de l’œil et de la mélanopsine opn4xa dans les 

effets circadiens de la lumière 

 

L’œil et la mélanopsine opn4xa ne sont pas nécessaires pour le développement 

du rythme circadien de l’activité locomotrice 

 

 Chez le poisson zèbre, une transition lumineuse au cours du développement est 

nécessaire pour l’établissement de l’horloge circadienne moléculaire et du rythme circadien 

de l’activité locomotrice (Hurd and Cahill, 2002; Dekens and Whitmore, 2008). Nous avons 

donc testé si la photodétection provenant de l’œil et la mélanopsine opn4xa étaient 

nécessaires pour le développement d’un rythme circadien de l’activité locomotrice capable 

de persister de façon robuste en conditions constantes. Ainsi nous avons observé que les 

larves lakritz et les larves opn4xa-/- ont une activité locomotrice rythmique en LD, et ce 

rythme est maintenu en DD pendant au moins quatre jours avec une période similaire aux 

larves contrôles. De plus nous n’avons pas observé de défauts majeurs de l’horloge 

moléculaire, étudiée par RT-qPCR à partir de pools de larves entières, ni en LD, ni en LL. 

 

➢ Ni la photodétection provenant de l’œil et ni celle médiée par opn4xa ne sont 

nécessaires pour l’établissement du rythme circadien de l’activité locomotrice et ne 

semblent donc pas nécessaire pour le bon développement de l’horloge circadienne. 

 

Rôle de l’œil et de la mélanopsine opn4xa en lumière constante (LL) 

 

 Chez les mammifères nocturnes, la période de l’activité locomotrice en DD est de 

moins de 24h, ce qui reflète la période endogène de l’horloge circadienne, et elle est de plus 

de 24h en LL, témoin de l’effet de la lumière constante sur l’horloge circadienne. La 

mélanopsine est impliquée dans ce processus, puisque les souris opn4-/- ont un allongement 

de la période moindre en LL par rapport aux souris contrôles (Panda et al., 2002). Nous avons 

donc étudié le rythme de l’activité locomotrice des larves lakritz et des larves opn4xa-/- en LL 

pour voir si une lumière constante était capable d’avoir un effet similaire sur l’horloge 

circadienne de ces larves.  
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 Dans les conditions utilisées, nous n’observons pas de différence de période de nos 

larves mutantes par rapport aux larves contrôles, cependant nous n’observons pas non plus 

de différence de période évidente entre nos conditions DD et LL chez nos larves contrôles. Il 

est possible que nos expériences LL ne durent pas assez longtemps pour qu’une lumière 

constante ait un effet sur l’horloge circadienne chez les larves wild type. En effet un léger 

décalage des rythmes d’activité locomotrice apparait lors du 3ème jour de nos expériences 

entre les larves opn4xa+/+ et opn4xa-/-, qui pourrait révéler un phénotype apparaissant plus 

tardivement. Cependant ce décalage apparait plus spécifiquement dans les expériences 

individuelles LL présentant une différence du niveau d’activité entre les larves opn4xa+/+ et 

opn4xa-/-. Puisque la différence de niveau d’activité apparait dès le premier jour de 

l’expérience LL et que l’on n’observe pas de différence de niveau d’activité dans nos 

expériences LD, il est donc difficile de savoir si la différence du niveau d’activité et le décalage 

du rythme de l’activité lors du 3ème cycle sont réellement en lien avec les conditions 

d’illumination. 

  

➢ Nos expériences LL n’étant pas assez robustes, il est difficile de conclure si l’œil et la 

mélanopsine opn4xa sont impliqué.e.s ou non dans la médiation de l’effet d’une 

lumière constante sur l’horloge circadienne et l’activité locomotrice. 

 

L’œil et la mélanopsine opn4xa ne sont pas nécessaires pour le 

photoentrainement de l’activité locomotrice 

 

 Chez les souris, l’œil et les ipRGCs sont nécessaires au photoentrainement du rythme 

de l’activité locomotrice, en effet les souris énuclées ou ne possédant pas de RGCs sont en 

free run en LD (Freedman et al., 1999; Wee et al., 2002; Brzezinski et al., 2005). C’est le cas 

également des souris dont les ipRGCs ont été génétiquement ablatés ou dont la 

neurotransmission a été abolie (Güler et al., 2007; Kofuji et al., 2016). Ce photoentrainement 

implique la mélanopsine, puisque le décalage de phase induit par un pulse en début de nuit 

est diminué chez les souris opn4/- (Panda et al., 2002). Nous avons ainsi testé la nécessité de 

l’œil (larves lakritz) et de la mélanopsine opn4xa (larves opn4xa-/-), exprimée dans l’œil et la 

glande pinéale, deux structures candidates de la médiation du photoentrainement chez le 

poisson zèbre, dans le photoentrainement de l’activité locomotrice. Pour ce faire, nous avons 
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étudié l’activité locomotrice des larves mutantes en LD et développé un protocole de phase 

shift de l’activité locomotrice utilisant un pulse de lumière de 2 heures en début de nuit. 

 Nous avons observé que les larves lakritz ont une activité locomotrice entrainée au 

cycle LD, et qu’un pulse de lumière induit un décalage de phase de l’activité locomotrice de la 

même manière que chez les larves contrôles. Ainsi la fonction de l’œil ne semble pas 

importante dans le photoentrainement de l’activité locomotrice chez la larve de poisson 

zèbre, contrairement à ce qui est le cas chez les mammifères. De plus les larves opn4xa-/- et 

lakritz;opn4xa-/- ne montrent pas de défaut de décalage de phase de l’activité locomotrice. 

Cela signifie donc que la photosensibilité médiée par opn4xa ne semble pas nécessaire dans 

le photoentrainement, et qu’une compensation entre une fonction de l’œil et une fonction 

d’opn4xa de la glande pinéale n’explique pas l’absence de phénotype. 

 

➢ La fonction de l’œil et la photosensibilité médiée par opn4xa ne semblent pas 

nécessaires pour le photoentrainement de l’activité locomotrice chez le poisson 

zèbre. Cela appuie une profonde différence dans le processus de photoentrainement 

entre les mammifères et le poisson zèbre. 
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 En résumé, chez le poisson zèbre nous avons observé dans nos expériences que l’œil 

est un des médiateurs du masking et de la réponse à une transition lumineuse, et n’est pas 

nécessaire pour le photoentrainement de l’activité locomotrice. La mélanopsine opn4xa, 

exprimée dans l’œil et la glande pinéale, n’est pas nécessaire dans le masking, la réponse à 

une transition lumineuse et le photoentrainement de l’activité locomotrice. Enfin une 

compensation entre l’œil et la photosensibilité de la glande pinéale médiée par opn4xa 

n’explique pas l’absence de rôle apparent de l’œil et de la mélanopsine opn4xa dans le 

photoentrainement. 

 

 

 

 Ces travaux démontrent ainsi une profonde différence dans la médiation des effets 

directs et circadiens de la lumière entre les mammifères et le poisson zèbre, et amènent ainsi 

plusieurs questions : 

Quel sont les autres rôles possibles des cellules à mélanopsine opn4xa et opn4b chez le 

poisson zèbre ? 

Quelles structures pourraient être impliquées dans le photoentrainement chez le poisson 

zèbre ? 

Est-ce que la différence de la médiation des effets directs et circadiens de la lumière peut être 

étendue aux autres vertébrés non mammifères ? 
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V. Quels sont les autres rôles possibles des cellules à 

mélanopsine chez le poisson zèbre ? 

  

 Comme expliqué en introduction, les cellules à mélanopsine opn4xa et opn4b de la 

rétine pourraient être impliquées dans la préférence des larves pour un compartiment 

fortement éclairé. En effet l’ablation chimique de tous les RGCs ou des RGCs eomesa (dont 

certains expriment opn4xa et/ou opn4b) abolit cette préférence (Kölsch et al., 2021).  

 Le changement de pigmentation induit par la lumière (agrégation ou dispersion des 

pigments) est un autre processus qui pourrait impliquer opn4xa et opn4b dans la rétine ou 

directement dans les mélanophores. En effet une énucléation abolit l’agrégation des 

pigments, mais pas la dispersion des pigments, qui semble médiée par une photosensibilité 

intrinsèque aux mélanophores puisqu’elle persiste dans les queues isolées. L’expression 

d’opn4xa et d’opn4b a également été décrite dans la queue de poisson zèbre (Shiraki et al., 

2010).  

 Ainsi il serait intéressant d’étudier si la préférence pour un compartiment fortement 

éclairé et le changement de pigmentation sont intacts chez des larves opn4xa-/- et/ou opn4b-

/-. 

 

 Afin d’avoir une idée non biaisée du rôle des cellules à mélanopsine chez le poisson 

zèbre, une des possibilités est de caractériser les cibles de ces cellules, soit à l’aide de lignées 

transgéniques (comme la lignée Tg(tcf7:gfp) pour les cellules opn4xa de la glande pinéale), ou 

en comparant la différence d’activité des neurones de différentes structures suite à un pulse 

de lumière blanche ou bleue entre des larves wild types et mutantes pour la mélanopsine 

étudiée grâce à du calcium imaging (Kettunen, 2020). Cependant cela nécessite d’identifier 

des cibles ayant un rôle déjà défini, ou de définir le rôle de cette structure. 

 L’utilisation du calcium imaging permettrait également de mieux caractériser la 

réponse à la lumière des cellules à mélanopsine afin de connaitre leur timing d’activation 

(activation immédiate, à court ou long terme ?), si elles répondent à une lumière de faible ou 

de forte intensité, si leur réponse est soutenue au cours de l’illumination ou non, si leur 

réponse varie au cours du développement, si leur réponse est modifiée par la présence ou 

non des photorécepteurs classiques de la rétine ou de la glande pinéale, etc… Cela permettrait 
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ainsi de guider la recherche du rôle des cellules à mélanopsine dans certains comportements 

(comportement immédiatement induit par la lumière, comportement induit par une lumière 

de faible ou forte intensité, etc…) 

 Enfin puisqu’opn4xa semble être la première mélanopsine à être exprimée (elle est 

exprimée dès 1dpf dans la glande pinéale), cette mélanopsine et/ou les cellules qui 

l’expriment auraient possiblement un rôle dans des stades de développement beaucoup plus 

précoces que ceux que nous avons étudiés. Ainsi elles pourraient par exemple avoir un rôle 

dans le développement de structures photosensibles, dont la glande pinéale, ou le 

développement de leurs circuits neuronaux (les ipRGCs des mammifères sont par exemple 

nécessaires pour la bonne position des photorécepteurs de la rétine et la bonne connexion de 

l’œil avec le cerveau (Chew et al., 2017; Tufford et al., 2018). 
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VI. Quelles sont les structures impliquées dans le 

photoentrainement chez le poisson zèbre ? 

 

Rôle de l’œil et de la mélanopsine opn4xa dans le photoentrainement 

 

 Nos travaux montrent que l’œil et la mélanopsine opn4xa ne semblent pas essentiels 

dans le développement, l’influence de la lumière, et le processus de photoentrainement des 

rythmes circadiens chez le poisson zèbre. Cependant comme avec tout résultat négatif, nous 

ne pouvons pas conclure que cette structure et cette mélanopsine ne sont pas impliquées 

dans ces processus, pour des raisons techniques et biologiques : 

• nous n’avons observé ces processus qu’au niveau d’un comportement, l’activité 

locomotrice, à certains stades de développement. L’œil et la mélanopsine opn4xa 

pourraient avoir un rôle dans un autre comportement, ou à un stade de 

développement plus précoce, ou dans un processus plus local (régulation de l’horloge 

circadienne au niveau de la glande pinéale par exemple). 

• nous sommes limités sur la durée des expériences de comportement (expériences 

possibles jusqu’à ce que les larves ne puissent plus se nourrir de leur vitellus), et il est 

possible que des phénotypes apparaissent de façon plus tardive dans nos larves 

mutantes en DD ou en LL. 

• nous n’avons testé le photoentrainement qu’avec un protocole, à savoir un pulse de 

lumière blanche d’une longue durée (2 heures) appliqué en début de nuit à un certain 

stade de développement. Nous ne pouvons ainsi pas exclure qu’avec d’autres 

conditions (longueur d’onde, intensité de la lumière, durée du pulse, moment 

d’administration du pulse au niveau du temps circadien et au niveau du stade de 

développement des larves) ou un autre type de protocole (par exemple élever les œufs 

et embryons en noir constant et les soumettre à un pulse de lumière blanche ou bleue 

à certains stades de développement pour observer si le rythme circadien de l’activité 

locomotrice se développe) un phénotype pourrait être observé dans nos larves 

mutantes. 

• l’œil et la mélanopsine opn4xa font peut-être partie d’un système robuste impliquant 

plusieurs structures photosensibles dans lequel n’enlever qu’une de ces structures 
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n’induirait aucun changement ou un changement trop faible pour être détecté dans 

nos expériences du fait d’une puissance statistique trop faible. 

 

Structures candidates du photoentrainement chez le poisson zèbre 

 

 Les autres structures potentiellement impliquées dans le photoentrainement de 

l’activité locomotrice sont nombreuses chez le poisson zèbre. Elles incluent bien entendu la 

glande pinéale, puisque dans notre étude nous n’avons testé que le rôle de la photosensibilité 

de la glande pinéale médiée par opn4xa. On pourrait alors tester le rôle de la glande pinéale 

en combinant une ablation des photorécepteurs classiques grâce au transgène Tg(aanat2:ntr) 

avec le mutant opn4xa-/- (Gandhi et al., 2015), ou utiliser un Tg(flh:ntr), exprimé dans la 

notochorde et la glande pinéale. Puisque à priori aucun autre type de neurone de projection 

n’est photosensible, cela éliminerait toute photosensibilité provenant de la glande pinéale. 

Les autres structures exprimant des mélanopsines sont aussi des candidates intéressantes : 

opn4a est exprimé dans la région préoptique, opn4b dans le cerveau antérieur et la région 

thalamique, et opn4.1 dans un domaine localisé entre la région ventriculaire à la jonction 

entre le cerveau postérieur et la moelle épinière antérieure (Matos-Cruz et al., 2011). D’autres 

opsines sont exprimées dans le cerveau de poisson zèbre, mais leur patron d’expression n’est 

pour l’instant pas défini chez la larve (Davies et al., 2015). Afin de définir d’autres régions 

candidates, il serait possible d’étudier l’induction de l’expression de gènes de l’horloge 

(comme per2 ou cry1a) dans le cerveau suite à pulse de lumière, comme celui utilisé dans nos 

expériences de phase shift. 

 Enfin, puisque qu’une la plupart des tissus du poisson zèbre expriment au moins une 

opsine que ses organes et cellules en culture sont directement photoentrainables, le 

photoentrainement de l’activité locomotrice du poisson zèbre pourrait impliquer des 

photorécepteurs hors du cerveau, par exemple directement au sein de la moelle épinière ou 

des muscles. 

 

Comment définir les structures/cellules/opsines impliquées dans le 

photoentrainement chez le poisson zèbre ? 

 

 Si le processus de photoentrainement du système circadien du poisson zèbre est très 

robuste et implique différentes structures photosensibles se pose la question de comment 
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mettre en évidence ces structures. En effet on s’attend alors à ce qu’enlever un type 

d’opsine/cellule/structure n’induise qu’un subtil changement qui demanderait un puissance 

statistique plus importante que celle dont nous disposons actuellement dans nos expériences 

comportementales (puissance statistique dans le sens différence minimale que nous serions 

à même de détecter dans nos expériences).  

 Il conviendrait ainsi d’enlever le maximum de structures/cellules candidates à la fois et 

d’ensuite réduire petit à petit le nombre de structures/cellules candidates à enlever pour 

parvenir aux structures/cellules impliquées selon les phénotypes obtenus. Une approche 

complémentaire consisterait à cibler les photopigments. Il a récemment été montré qu’il était 

possible d’effectuer par CRISPR/Cas9 des KO directement en FO, et ce jusqu’à trois KO en 

simultané (Kroll et al., 2021). Ainsi il serait intéressant de tenter un KO simultané des 5 

mélanopsines (5 KO en F0 ou 3 KO en F0 dans un double mutant) et étudier si le 

photoentrainement est intact avec une lumière blanche ou bleue.  

 Une autre possibilité serait de construire un modèle de poisson zèbre complétement 

aveugle en trouvant un élément affectant la voie de phototransduction de toutes les opsines, 

mais qui n’affecterait aucun autre RCPG (récepteur à 7 domaines transmembranaires) puis 

d’étudier sa capacité de sauvetage en le faisant réexprimer dans certaines structures, d’une 

manière similaire à la façon dont ont été identifiés les rôles de chaque groupe de neurones 

clock chez la drosophile. 

 Enfin on pourrait tester non pas si certaines cellules sont nécessaires dans le 

photoentrainement, mais tester si elles sont suffisantes pour médier un photoentrainement. 

Pour ce faire, il faudrait par exemple utiliser le même protocole de phase shift utilisé dans nos 

travaux, mais remplacer le pulse de lumière par une activation spécifique de certaines cellules. 

Ne pouvant pas utiliser l’optogénétique, cette activation pourrait utiliser un transgène codant 

pour un récepteur activité par un composé chimique ou de façon magnétique, comme le 

récepteur TRPM8 activé par le menthol, ou le récepteur TRPV4 fusionné avec la ferritin 

(« Magneto ») activé par un champ magnétique (Chen et al., 2016; Wheeler et al., 2016). En 

combinant ces outils avec un Tg(atoh5:Récepteur) ou les transgènes 

Tg(eomesa:QF2) ;Tg(QUAS:switchRécepteur),Tg(atoh5 :Cre), on pourrait par exemple tester si 

l’activation des RGCs ou de la population de RGCs eomesa (qui comprend des RGCs opn4b et 

opn4xa) est suffisante pour induire un décalage de phase de l’activité locomotrice (Kölsch et 

al., 2021). 
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VII. Une robustesse de la photodétection spécifique au 

poisson zèbre ou étendue aux vertébrés non mammifères ? 

 

 Les effets directs et circadiens de la lumière semblent donc impliquer de nombreuses 

structures chez la larve poisson zèbre. Est-ce que cette robustesse est observée dans la nature, 

ou est-ce un avantage sélectionné en laboratoire, où les conditions d’illuminations, de 

nourrissage et d’entrée et sorties dans l’animalerie sont rythmées et constants, ce qui 

conférerait un avantage pour la nourriture et moins de stress aux poissons ayant un rythme 

circadien bien photoentrainé ?  

 Si cette robustesse est conservée en conditions naturelle, on peut alors se demander 

pourquoi existe-t’il une si grande robustesse dans ces processus chez cette espèce, et est-ce 

que cette robustesse est conservée chez l’adulte ? Est-ce une caractéristique spécifique de la 

larve, qui aurait par exemple plus besoin d’éviter les prédateurs nocturnes que les adultes, ce 

qui nécessiterait un photoentrainement très robuste, ou pour laquelle cela conférerait un 

avantage non négligeable dans son développement pour se nourrir de proies diurnes ? 

 Cette robustesse pourrait aussi être en lien indirect avec l’univers aquatique dans 

lequel évolue le poisson zèbre. En ce sens, la grande diversité d’ospine exprimée permettrait 

d’apprécier de manière précise la distorsion de la lumière dans l’eau, pour par exemple 

évaluer la profondeur à laquelle navigue le poisson ou évaluer la position d’un prédateur ou 

d’une proie. Ainsi les poissons exprimant un grand nombre d’opsines auraient un avantage 

évolutif, ce qui permettrait indirectement une redondance dans la médiation des effets directs 

et circadiens de la lumière. Cette redondance ne conférerait pas un avantage en soi mais serait 

un à côté direct de la sélection de la diversité d’opsines et de structures photosensibles dues 

au milieu aquatique. 

 La robustesse des processus de médiation des effets directs et circadiens de la lumière 

pourrait également être une caractéristique plus globale des vertébrés non mammifères. 

Ainsi, plusieurs structures semblent impliquées dans le photoentrainement et/ou le masking 

chez plusieurs lézards et oiseaux, dont l’œil, la glande pinéale et d’autres photorécepteurs 

présents dans le cerveau (voir Introduction). Cette diversité d’opsines et de structures 

photosensibles, et donc la robustesse des processus de médiation des effets directs et 

circadiens de la lumière, aurait été perdue au cours de l’évolution chez les mammifères. Un 

théorie appelée « nocturnal bottleneck » est en lien avec cette hypothèse : elle prétend en 
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effet que les mammifères, lors des temps des dinosaures, sont devenus nocturnes pour 

échapper aux prédateurs, ce qui aurait indirectement conduit à la disparition de la diversité 

d’opsines et de structures photosensibles (Gerkema et al., 2013). 
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Est-ce que vous aviez remarqué que dans notre œil, on a des neurones un peu spéciaux qui 

sont sensibles à la lumière ? Alors ne paniquez pas monsieur, c’est une question rhétorique. 

Donc ces neurones ils sont sensibles à la lumière bleue, parce qu’ils possèdent un récepteur à 

la lumière qui est la mélanopsine. Par contre, ils font pas trop la différence entre une lumière 

qui provient de notre ami le soleil et d’une qui vient d’une vidéo d’un chat qui se lèche la 

queue qu’on regarderait un dimanche à 23h. Et donc dans les deux cas ils vont se dire « oh 

c’est le jour, allons donc prévenir nos braves compagnons, comme l’horloge biologique qui 

régule de nombreux processus, dont le sommeil ». Et c’est comme ça qu’avec un chat qui se 

lèche la queue, notre horloge va être retardée, qu’on va s’endormir beaucoup plus tard que 

prévu, et se réveiller fatigué le lendemain matin. Vous allez me dire, mais quel rapport avec 

ta thèse ? Et merci pour cette question, vous êtes très pertinent ! Et bien, moi pendant ma 

thèse je vais comprendre comment fonctionnent ces neurones, et pour ça je vais regarder 

qu’est-ce qu’il se passe quand ils ne fonctionnent pas. Et ça je vais le faire grâce à des larves 

de poisson zèbre qui sont mutantes, dans lesquelles la mélanopsine n’est plus exprimée et 

donc les neurones ne sont plus sensibles à la lumière bleue. Et dans ces larves, et bien qu’est-

ce que je vais faire ? Par exemple, je vais regarder si les gènes qui sont plutôt activés pendant 
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le jour ou alors plutôt pendant la nuit, comme l’enzyme de synthèse de la mélanotine, sont 

dérégulés par rapport aux larves non mutantes. Alors comment est-ce qu’on fait pas. Euh non, 

on va pas voir gentillement le poisson pour lui demander de nous raconter comment sont 

exprimés ses gènes. Non, ce qu’on va faire c’est plutôt venir au laboratoire à 3h du matin pour 

extraire de l’arn, le saint graal produit du gène, de larves de poissons. Voilà, on s’amuse 

comme on peut. Sinon ce que je vais faire aussi avec ces larves, c’est que je vais regarder 

comment elles se comportent. Comment les poissons se comportent, par exemple est-ce 

qu’ils continuent à bien dormir. Parce que oui, un poisson ça dort ! Alors, comment on sait si 

ça dort ? En gros, si ça bouge c’est que ça dort pas, et si ça bouge pas et que c’est toujours sur 

le ventre, c’est que ça dort, sinon c’est que c’est mort. Alors là non plus je vais pas passer ma 

vie devant l’aquarium en train de me dire Jean Michel ça fait 3h qu’il a pas bougé il est en train 

de se taper un roupillon, par contre Séverine qu’est-ce qu’elle bouge, elle a encore du passer 

toute sa soirée à regarder des tutos sur youtube. Non, ce que je fais c’est que je prend les 

larves, je les filme et ensuite j’analyse les films à l’aide d’un logiciel, quand la caméra, le disque 

dur ou l’ordinateur n’a pas planté entre temps. Et je les filme pendant 3 jours, pendant 

lesquels je me transforme en tenancier de la boîte de nuit la plus célèbre parmi les poissons 

de ta région, le nouveau shangai, et alors là je les mets soit dans le noir complet, soit je le mets 

dans la lumière constante, soit j’allume, j’éteins constamment la lumière et je vois comment 

les poissons réagissent, s’ils réagissent, et s’ils continuent à beaucoup dormir la nuit et peu 

dormir le jour. Voilà pour vous faire un résumé, moi je suis une sorte de Michou des poissons, 

qui regarde des vidéos de chat qui se lèchent la queue le dimanche soir à 23h. 
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