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> L'horloge circadienne des mammiferes, locali-
sée dans les noyaux suprachiasmatiques, assure
la coordination temporelle d’'une multitude d’os-
cillateurs au sein de I'organisme. Cela permet
de répartir les fonctions cellulaires et physio-
logiques a différents temps de la journée. Les
génes de I'horloge constituent la base molécu-
laire du systeme. Cet article discute les méca-
nismes moléculaires de I’horloge a la lumiére de
nouvelles données concernant I'un de ces génes :
Clock. Replacées dans un contexte plus large,
ces données montrent que la redondance géné-
tique et les mécanismes de couplage cellulaire
permettent de construire différents types d’hor-
loges possédant divers degrés de plasticité et de
robustesse. <
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ou supprimés de facon spécifique dans certains tissus

Réle et organisation
hiérarchique du systéme circadien

Chez les mammiféres la rythmicité des fonctions cellulai-
res, physiologiques et comportementales, indispensables
a la survie de I’espéce et au bien-étre de I'individu,
résulte d’un fonctionnement temporellement coordonné
de nombreuses unités rythmiques (oscillateurs) pré-
sentes dans la plupart des tissus, centraux et périphé-
riques [1-3] (Figure 1). Les noyaux suprachiasmatiques
(NSC) de I'hypothalamus constituent I’horloge centrale
dominante; ils ont en charge I'intégration de signaux
externes (en particulier les conditions lumineuses) puis
la distribution de I’heure astronomique aux oscillateurs
circadiens (fonctionnant de facon endogéne et avec
une période proche, mais différente, de 24h). Les don-
nées actuelles indiquent que cette synchronisation des
oscillateurs par les NSC met en jeu des médiateurs humo-
raux (mélatonine ou glucocorticoides par exemple) ainsi
que des projections vers les organes périphériques via le
systéme nerveux autonome [4-6]. €n retour, ces oscilla-
teurs régulent divers aspects de la physiologie locale.
C’est ce que démontrent plusieurs études dans lesquelles
des genes (genes de I’horloge) indispensables a I’expres-
sion de la rythmicité circadienne ont été surexprimés
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[7-10, 43]. Cette synthése fait le point sur les connais-
sances actuelles dans ces domaines, notamment sur le
role exact d’un de ces genes de I’horloge, Clock, qui a fait
I’objet d’une série d’articles publiés récemment [11-13].

Différents niveaux
de contrdle cellulaire des rythmes circadiens

Comme pour tout autre systéme biologique, il existe divers
niveaux de controle possibles dans ’horloge circadienne :
- Un controle transcriptionnel via des modifications
de la chromatine (méthylations, acétylations ou phos-
phorylations...) permettant d’ouvrir ou de verrouiller la
chromatine, autorisant ou interdisant de facto 'action
de facteurs de transcription et de ’ARN polymérase [3].
LUemploi de promoteurs alternatifs constitue un autre
niveau de contrdle transcriptionnel [14, 15].

- Un contrdle post-transcriptionnel notamment par épis-
sage alternatif créant, a partir d’un méme pré-ARN messa-
ger (ARNm), différents ARNm matures et donc différentes
isoformes d’une méme protéine (avec éventuellement
différentes fonctions [16]). Récemment, I’implication
des micro-ARN (courts transcrits formant une structure
secondaire complexe avec divers ARNm ayant pour consé-
quence leur dégradation rapide) dans le fonctionnement
de I'horloge a également été proposée [17]. Par ailleurs, la
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demi-vie des ARNm semble contr6lée de facon tres précise par un équilibre
entre des protéines qui stabilisent ou déstabilisent cet ARNm (par exemple
LARK et Nocturnine [18, 19]).

- Un controle post-traductionnel, en particulier des phosphorylations,
qui régule divers parametres fonctionnels comme la capacité a dimé-
riser, 'activité transcriptionnelle, la localisation subcellulaire et/ou la
demi-vie de ces protéines [3, 20].

Mécanismes moléculaires
des rythmes circadiens : les génes de ’horloge

Brievement, les facteurs de transcription CLOCK et BMALL dimérisent
(via leur domaine PAS, Per-ARNT-Sim!) et contrdlent la transcription
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Figure 1. Synchronisation dans les noyaux suprachiasmatiques (NSC) et les tissus
périphériques. Qu’elles proviennent des NSC ou qu'il s’agisse de fibroblastes, les
cellules en culture présentent une activité rythmique persistante. Toutefois, au sein
du tissu, il semble que les cellules des NSC soient trés fortement couplées entre
elles (fleches bidirectionnelles), ce qui permet d’assurer des phases d’expression
cohérentes entre les neurones (rythmes en rouge, méme phase). Il en résulte un
message de sortie de forte amplitude. La résistance a diverses perturbations,
notamment des mutations génétiques, semble étre une des conséquences de cette
organisation en un réseau serré (voir texte). Les cellules des tissus périphériques
présentent également une rythmicité soutenue, mais les mécanismes de couplage
(fleches bidirectionnelles) sont moins nombreux et/ou moins forts. Cela entraine un
déphasage rapide des cellules (rythmes de différentes couleurs, différentes phases).
Il 'en résulte un message de sortie de moindre amplitude qui s’amortit plus rapide-
ment que pour les NSC. Le role des NSC est a la fois de synchroniser les cellules au

sein d’un tissu et les tissus entre eux (non représenté ici).
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rythmique de certains génes en se liant a I’ADN (via
leurs domaines bHLH) sur des séquences de type « boi-
te €». Certains de ces genes, en particulier les genes
Period 1-3 (Per 1-3) et Cryptochromes 1-2 (Cry1-2) sont
eux-mémes des éléments de I’horloge. Les protéines
PER1-3 et CRY 1-2 peuvent interagir et migrer dans le
noyau ou elles inhibent de fagon rythmique I'activité
transcriptionnelle du dimeére CLOCK/BMALL, bouclant
ainsi la boucle [1, 3].

CLOCK/BMALI controle également I’expression rythmi-
que d’autres genes qui constituent des sorties « pri-
maires » de I’horloge. Certains de ces genes sont eux-
mémes des facteurs de transcription (REV-ERB, ROR ou
DBP par exemple, voir plus loin). |l existe ainsi des sor-
ties « secondaires » de I’horloge qui, a leur tour, défi-
niront des sorties « tertiaires » et ainsi de suite. Cette
cascade assure I’expression rythmique de tres nombreux
geénes suivant des phases distinctes [21] (Figure 2).
Durant les derniéres années, d’autres composants de
I’horloge ont été identifiés, dont les récepteurs nucléai-
res orphelins des familles REV-ERB (2 membres) [42] et
ROR (3 membres), TIMELESS, les protéines DEC1-2, CIPC
ainsi que diverses kinases et protéines liées a la voie du
protéasome (Figures 2 et 3). Les approches de criblage
génétique systématique développées par les équipes
de J.S. Takahashi aux Etats-Unis et de P.M. Nolan en
Grande-Bretagne ont déja permis d’identifier les génes
Clock et Fbx[3 et il ne fait aucun doute que la liste d’ac-
teurs moléculaires de I’horloge va encore s’étoffer.
D’une maniere générale la contribution de chacun de
ces acteurs, considéré indépendamment, au mécanisme
moléculaire, semble ne pas étre fondamentale puisque
les souris mutantes ou invalidées pour la plupart de
ces génes (plusieurs restent toutefois & caractériser)
demeurent rythmiques, du moins sur le plan comporte-
mental si 'on limite celui-ci a 'activité locomotrice de
I’animal dans une roue (pour de plus amples explications
[2]). Cela semble étre une conséquence de la redon-
dance génétique du systeme. Par exemple, les protéi-
nes CLOCK et BMALL possedent chacune un homologue
structural et fonctionnel : NPAS2 (neuronal PAS domain
protein 2) et BMAL2, respectivement [3].

Un des problemes récurrents auquel se heurte I’étude
des rythmes circadiens est celui de la définition méme
de gene de I'horloge : quel critere employer pour qua-
lifier de fagon univoque un nouveau composant pré-
somptif de gene de I’horloge ? Le probleme peut sembler
assez trivial et d’ordre purement rhétorique. Il n’en est

LPAS; PER: Drosophila period clock protein; ARNT: aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator ; SIM : Drosophila single-minded protein.
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rien puisque cette question en cache une autre qui est
centrale : quelle est la caractéristique fondamentale
d’un rythme circadien ? Sa période ? Son amplitude
relative ? Sa robustesse face a diverses perturbations ?
Sa capacité a étre synchronisé par un facteur externe
ou un médiateur endocrine ?

Deux critéres sont généralement retenus comme mar-
queurs fiables du fonctionnement de I’horloge circa-
dienne : la période du rythme et sa robustesse en condi-
tion d’obscurité constante (discussion dans [22]).
Donc, tout gene dont la suppression par invalidation
génique (knock-out) entraine une modification notable
(plusieurs heures) de la période du rythme de I’activité
locomotrice sur la roue, ou méme son abolition totale
(arythmie), est qualifié de géne de I’horloge. Quels sont
alors les «vrais » genes de I'horloge ? €n 2006, trois
genes seulement répondaient a ce critere strict : Clock,
Bmall et Per2. Qu’en est-il aujourd’hui ?

Genes de I’horloge : « A la fin
il n’en restera qu’un (aucun ?) »

Géne Bmall

Bmall semble toujours solidement installé dans ce role
puisque les souris invalidées pour ce géne (qui semblent
étre de vrais knock-out) sont immédiatement arythmi-
ques en obscurité constante. Il y a donc certaines limi-
tes a la redondance fonctionnelle du systeme, puisque
BMAL2, bien qu’il soit exprimé dans les

knock-out pour Cryl/Cry2, et absence d’activation transcriptionnelle
pour les knock-out Bmall. La question d’éventuels réles non circa-
diens pour les protéines de I’horloge demeure donc ouverte.

Gene Per2

Pour Per2, les deux lignées murines invalidées initiales, issues de deux
laboratoires indépendants, présentent un phénotype semblable : les sou-
ris deviennent rapidement arythmiques en obscurité constante. Toutefois,
une troisiéme lignée knock-out pour laquelle la mutation est établie dans
une autre souche murine, s’avére parfaitement rythmique [24].

Géne Clock

Pour Clock la question a toujours été délicate. Les souris hétérozygo-
tes pour la mutation du géne Clock présentent une période endogene
d’environ 25h. Les souris homozygotes, initialement rythmiques en
condition constante avec une période trés longue (27-28h), devien-
nent rapidement arythmiques. Le point majeur ici est que cette souche
murine, le « mutant Clock » n’est pas un knock-out du géne Clock.
La protéine mutante (CLOCKA19) posséde une délétion de 51 acides
aminés correspondant a I’exon 19 du gene. La protéine CLOCKALY se
comporte comme un antimorphe, une forme de dominant négatif de
la protéine CLOCK: elle peut toujours dimériser avec BMALL (car le
domaine PAS est intact) et le dimére peut toujours se lier aux séquen-
ces «boftes €» (car le domaine bHLH est lui aussi intact) mais elle
semble dépourvue de potentiel transcriptionnel [25, 26].

Le phénotype de ce mutant ne traduit peut-étre pas un role direct de
CLOCK dans I’horloge, mais pourrait étre dii a la séquestration, par cette
protéine tronquée, de certains facteurs importants (comme BMALL). Il est

NSC, n'est apparemment pas suffisant
pour le sauvetage phénotypique de ces
souris. Ces souris présentent par ailleurs
une liste impressionnante de déficits et
pathologies qui expliquent certainement
la réduction drastique (environ 65 %) de
leur espérance de vie [23]. Ce phénotype
peut étre interprété comme une preuve
de I'importance fonctionnelle des horlo-
ges circadiennes ; il peut aussi indiquer
que la protéine BMALI joue un role majeur
dans d’autres processus cellulaires. Par
exemple, les souris double knock-out
Cryl/Cry2 sont elles aussi arythmiques et
pourtant leur espérance de vie est sem-
blable a celle de souris sauvages. Cela
pourrait étre considéré comme la preuve
d’un réle non circadien de BMALL ; mais
cette observation peut aussi étre expli-
quée par le fait que I’horloge nest pas
bloquée au méme niveau chez ces souris :
activation transcriptionnelle constitutive
par défaut de répression chez les souris
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Figure 2. Mécanismes transcriptionnels de I’horloge moléculaire circadienne. Un dimere de
facteurs de transcription CLOCK/BMALL (ou CLOCK/BMAL2, NPAS2/BMALL, NPAS2/BMAL2) active
I’expression de différents génes via des séquences «boites € ». Les protéines PER, CRY, DEC,
CIPC et TIM répriment I'activité du dimere. Les protéines REV-ERB et ROR répriment et activent
la transcription du gene Bmall respectivement. Un contrdle transcriptionnel de CLOCK/BMAL1
sur les promoteurs de TIM, CIPC, REV-ERB[3, RORP et RORy reste encore & établir; raison pour
laquelle ils sont indiqués légerement a I’écart. Voir le texte pour plus de précisions. AVP : arginine

vasopressine ; DBP : D-site albumin binding protein ; PK2 : Prokineticine 2.



aussi possible que CLOCKAL9 occupe sur I’ADN des sites cruciaux en lieu
et place d’autres facteurs, ou bien ne puisse pas lier certains cofacteurs
nécessaires a I'activation de la transcription, bloquant ainsi I’horloge.
Pour définir sans ambiguité le role de CLOCK, il était nécessaire d’obtenir
une invalidation du géne Clock, ce a quoi sont parvenus DeBruyne et al.
[11]. Le résultat parait, de prime abord, surprenant : les souris invalidées
pour le géne Clock - qui n"ont aucune protéine détectable - sont rythmi-
ques en obscurité constante contrairement au « mutant Clock ». Il semble
donc que Clock ne soit pas un « vrai » gene de I’horloge. Toutefois, chez ces
souris, les rythmes d’expression de nombreux genes de I’horloge dans les
NSC sont perturbés. Par ailleurs, "amplitude des rythmes des ARNm de dif-
férentes sorties moléculaires (« primaires », donc directement contrdlées
par CLOCK/BMALL) de I’horloge suprachiasmatique (4vp, Pk2 et Dbp) est
diminuée. Les réponses a la lumiere sont également affectées. Pourquoi
ces souris sont-elles toujours rythmiques ? €st-il envisageable qu’un autre
composant de I’horloge puisse remplir les fonctions de CLOCK dans les NSC
et ainsi effectuer un sauvetage phénotypique ?

Redondance, redondance, tout est affaire de redondance...
Comme nous I’avons mentionné précédemment, il existe une forte

redondance dans les mécanismes de I’horloge circadienne. Alors que
les souris knock-out pour Cryl ou Cry2 ne sont pas arythmiques, les

souris invalidées pour les deux genes Cryl et Cry2 le sont.
Alors que Per2 n’est peut-étre pas indispensable, les
double knock-out Perl/Per? sont arythmiques (pour
revue des phénotypes, voir [22]). Or, Clock posséde un
homologue : Npas2. La protéine NPAS2 peut, a I'instar
de CLOCK, dimériser avec BMALI et activer la transcrip-
tion de geénes possédant des boftes € [3].
Les souris invalidées pour le gene Npas2 ne présentent
toutefois pas d’altération notable des rythmes circadiens
[27]. Néanmoins, NPAS2 a été impliquée dans le fonc-
tionnement de divers oscillateurs hors des NSC, notam-
ment dans le cerveau antérieur [28] et dans le systéme
vasculaire [29]. Dans ces tissus NPAS2 remplit toutes
les conditions requises pour étre qualifiée d’homologue
fonctionnel de CLOCK. Qu’en est-il dans les NSC ?
D’aprés une étude antérieure [30], Npas2 n’est pas détec-
table dans les NSC par hybridation in-situ (HIS) radioac-
tive, technique toutefois peu sensible pour détecter des
ARNm faiblement exprimés. €n fait, bien qu’exprimé tres
faiblement, Npas2 est détectable dans les NSC par PCR
quantitative [12], une méthode plus sensible que I’HIS.
Il était donc impossible d’exclure totalement un réle de
NPAS2 dans les NSC. DeBruyne et al. ont donc envisagé
un possible phénoméne de compensation

chez ces souris. Confirmant le role présup-

CKl e posé de Npas2 comme analogue fonction-

KIS nel de Clock, et validant le mécanisme de

o compensation, DeBruyne et al. [11] ont

Protéine inactive i Protéine active montré que Npas2 était surexprimé dans

Phosphorylation le foie des souris invalidées pour Clock

(voir aussi plus loin) comparativement

Déphosphorylation aux souris de génotype «sauvage ». Mal-

gré cela, de facon similaire a ce qui avait

PP1 B-Trch été observé dans les NSC, I’expression de

° PP5 Dégradation Ebxl3 divers genes de I’horloge et de sorties de
X

Figure 3. Mécanismes post-traductionnels de [’horloge moléculaire circadienne. Toute protéine
de I’horloge est en équilibre entre une (ou plusieurs) forme active phosphorylée et une forme

inactive déphosphorylée. La situation inverse, non représentée ici, est bien sir possible. Trois

I’horloge demeure perturbée. Par contre
aucune compensation n’a été obser-
vée dans les NSC: I'expression de Npas2
demeure indétectable par HIS. Comme
noté précédemment il demeurait toutefois
plausible qu’une expression tres faible
dans les NSC soit suffisante pour maintenir
la rythmicité chez ces souris knock-out
pour le géne Clock.

kinases, CKlg, CKI3, GSK3P (caséine kinase | epsilon et | delta, glycogéne synthase kinase-3

beta) et deux phosphatases PP1 et PP5 (protéine phosphatases 1 et 5) ont été impliquées dans
le fonctionnement de I’horloge. U'activation de la protéine modifie différents parametres tels

que : activité transcriptionnelle, localisation sub-cellulaire, capacité a dimériser. La protéine

Synchronisation
et redondance sont nécessaires
a une horloge robuste

est ensuite dirigée vers les voies de dégradation. Cela implique les protéines B-TrCP (beta-

transducin repeat containing protein, pour la dégradation des protéines PER) et FBXL3 (F-box

and leucine-rich repeat protein 3; dégradation des protéines CRY), toutes deux membres du

complexe €3 d’ubiquitine ligases [3, 20].
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DeBruyne et al. [12]) ont donc produit
des souris invalidées a la fois pour Clock
et Npas2. Ces souris sont immédiatement

&
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arythmiques en obscurité constante validant le role de Npas2 comme
analogue fonctionnel de Clock dans les NSC, et élargissant un peu
plus la liste de redondances fonctionnelles dans I’horloge. Une chose
semble inévitable : ce double knock-out va présenter une large palette
de déficits et pathologies. Il sera trés intéressant de voir si ces souris
phénocopient le knock-out Bmall : cela devrait théoriquement étre le
cas puisque les deux souches présentent une perturbation de I’horloge
au méme niveau de régulation, celui de I"activation transcriptionnelle
centrale.

Dans une troisieme étude [13], ces mémes auteurs se sont intéressé a
un possible role différentiel, selon le tissu, des génes Clock et Npas?2.
Comme nous I’avons vu, chez les animaux knock-out pour Clock, bien
qu’assez séverement perturbés, les rythmes moléculaires persistent
dans les NSC et dans le foie. Qu’en est-il dans un contexte ex-vivo ?
Pour cette étude, les auteurs ont croisé les différentes lignées knock-
out (Clock, Npas2 et Clock/Npas2) avec une lignée knock-in qui
exprime une protéine de fusion PER2 :

en quantités différentes, comme c’est le cas pour les
Rev-erb et les Ror [32, 35]. Chaque tissu posseéde donc
une combinaison unique - qualitative et quantitative
- de geénes de I’horloge (suivant une définition plus per-
missive que celle discutée précédemment). Cela affecte
nécessairement les différentes caractéristiques de
I’horloge (période, amplitude, sensibilité aux signaux
synchroniseurs...). C’est peut-étre I'une des raisons
pour lesquelles les explants issus de différents tissus
présentent des périodes différentes [31].

- €n faveur de la seconde hypothése (nature du tissu),
il est important de rappeler que les NSC forment une
structure compacte, constituée de neurones éta-
blissant un réseau complexe et extrémement dense
d’interconnexions synaptiques et chimiques (gap-
junctions) et d’interactions avec des cellules gliales

Luciférase [31]. Cela permet, en ajou-
tant de la luciférine dans le milieu de Foie
culture, une étude en temps réel du
fonctionnement de I’horloge dans des
explants. Comme attendu, la rythmicité
persiste (aussi bien dans les NSC que

dans le foie) en I'absence de Npas? Y

NSC

Type suuvag Y Type suuvug

et est abolie pour les deux tissus dans
les double knock-out Clock/Npas2. €n
revanche, la rythmicité est soutenue en
I’absence de Clock, mais seulement dans
les NSC; les explants de foie sont tota-
lement arythmiques, et il est impossible

KO Npas2

de démarrer I’horloge hépatique (et ce
en dépit de la forte compensation notée

luciférase normalisée
<€

plus haut, Figure 4).

Au moins deux interprétations, qui ne
sont pas mutuellement exclusives, sont
envisageables: soit les mécanismes

KO Clock

KO Clock

Activité PER2 ::

moléculaires sont différents dans le foie
et les NSC et Clock s’aveére indispensable A
au mécanisme dans le foie (mais pas

dans les NSC), soit le maintien de la
rythmicité dans les NSC en "absence de

Clock est une conséquence de la nature
du tissu.
- €n faveur de la premiere hypothése, une

KO Clock/Npas2

<€

Y

KO Clock/Npas2

1 23 4561789
Temps en jours

1 23 456171789
Temps en jours

littérature déja abondante indique que
les genes impliqués dans le fonctionne-
ment des horloges présentent des profils
d’expression différents. C’est notamment
le cas pour les Ror [32], les génes Perl/2
[33, 34] ou bien encore Timeless [33].
Par ailleurs, un composant peut étre
exprimé dans de multiples tissus mais
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Figure 4. Conséquences de la délétion des génes Clock et Npas2 sur la rythmicité. Lorsque des
explants de NSC ou de foie sont placés en culture, ils présentent une oscillation circadienne qui
persiste durant de nombreux cycles, en particulier dans les NSC (voir aussi Figure 1). ’ablation
de Npas?2 a peu ou pas d’effet sur la rythmicité alors que I"ablation de Clock supprime la rythmi-
cité du foie mais pas des NSC. Le double KO Clock/Npas2 conduit a une arythmie totale pour les
deux tissus (voir texte) (adapté d’apres [12, 13]).
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