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Editorial
Une nouvelle étape ! Tous les membres de la SFC
deviennent membres de |'EBRS

| y a quelques semaines, a Frankfort en Allemagne, environ 250

chronobiologistes du monde entier étaient réunis pour le 10°

congres de la «European Pineal and Biological Rhythms Socie-

ty ». La qualité des participants comme celle des présentations et
des posters était remarquable et tous les membres de la SFC pré-
sents pourront attester du trés haut niveau scientifique de ce mee-
ting. Ce succeés est important et nous concerne tous.

Cette société a acheveé son évolution, commenceée il y a de nombreu-
ses années, et sa transformation en « European Biological Rhythms
Society » (EBRS) a été actée lors de 'Assemblée Générale a Frank-
fort le 5 septembre 2005. La disparition du mot « Pineal » a été dou-
loureuse pour certains et nostalgique pour d’autres, mais qui au-
jourd’hui pourrait nier que la pinéale, méme si elle est au coeur du
systeme (vous comprendrez que je ne puisse étre totalement objec-
tif...) n’est qu’'un élément parmi d’autres de la machinerie complexe
utilisée par les étres vivants pour intégrer le temps et induire les ryth-
mes biologiques? Ce changement de dénomination indique bien
I’'ambition de cette société : a savoir, réunir et représenter 'ensemble
des européens qui travaillent dans le domaine des rythmes.

Nous, chronobiologistes francophones, avions anticipé cette évolu-
tion en décidant en avril 2005 a Strasbourg, lors de notre Assemblée
Générale, de proposer une affiliation de la SFC a 'EBRS. Notre pro-
position avait pour objet, tout en protégeant notre communauté, de
permettre a tous les membres de la SFC d’étre partie prenante des
grandes évolutions qui se dessinent sous nos yeux depuis plusieurs
années. J'ai défendu cette proposition de notre société devant le
conseil d’administration de 'EBRS. Les discussions ont été longues,
non suite a des oppositions de principe, mais plutét pour garantir le
succes de cette premiere affiliation qui, bien évidement, sera le mo-
dele pour les affiliations futures d’autres sociétés nationales. Notre
conseil d’administration avait, je crois, bien travaillé car, in fine, notre
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proposition a été retenue sans aucune modification. Le président de 'EBRS a ensuite présenté cette pro-
position devant les membres de 'EBRS réunis en assemblée générale. Elle a été votée a I'unanimité et il a
été décidé de faire une analyse détaillée des conséquences pour les deux sociétés dans trois ans lors du
prochain congres de 'EBRS.

Concretement donc, tous les membres de la SFC, tout en ne payant qu’une seule cotisation (a la SFC),
deviennent automatiquement membres a part entiere de 'EBRS. C’est la SFC qui versera a 'EBRS un
pourcentage des cotisations pergues. Pour cette premiere période de trois ans, le chiffre retenu sera de
10% des cotisations.

Il va sans dire que je suis extrémement satisfait de cette évolution, et surtout du fait que la SFC en ait été
I'initiatrice. Suite a cette initiative, un modéle pour les autres sociétés nationales, 'EBRS devient encore
plus représentative de 'ensemble de la communauté européenne. Trés vite, 'TEBRS aura un poids scientifi-
que similaire a celui de la SRBR, la société de nos collégues Nord-américains, et ensembles nous pouvons
espérer multiplier des actions communes.

Comme je 'avais souligné dans mon éditorial précédent, I'évolution importante des bases conceptuelles de
la chronobiologie, consécutive aux récents progreés technologiques, font que notre discipline est en pleine
métamorphose. Ceci, nous ne devons pas l'oublier, est la conséquence des efforts de nos ainés. Nous
pouvons étre reconnaissants a tous ceux qui, pendant de longues années, ont mené les travaux de chrono-
biologie malgré une certaine indifférence générale. En France, la SFC a été un acteur important et joue
maintenant un role majeur pour représenter les plus actifs de notre discipline. Encore une fois, je souhaite
que nous allions plus loin et, en particulier, que nous puissions regrouper dans la SFC toutes les forces
vives de notre discipline.

Nota : en 2008, le 11°™ congrés de 'EBRS sera organisé & Strasbourg.

Paul Pévet

Président

GORDON RESEARCH CONFERENCES: Pineal Cell Biology

January 15-20, 2006 Santa Ynez Valley Marriott, Buellton, CA

The Gordon Research Conferences provide an international forum for the presentation and discussion of
frontier research in the biological, chemical, and physical sciences, and their related technologies.
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Visitez régulierement le site Web de la SFC

Le site de la Société Francophone de Chronobiologie est consultable a I'adresse

http://www.sf-chronobiologie.org

out comme l'ancien site, il comporte une présentation de la société et de ses activités ainsi
qu’un annuaire de ses membres. Chaque membre recevra un courrier avec un nom de login et
un mot de passe personnel qui lui donnera un acces personnel pour notamment modifier sa fi-
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Si vous connaissez votre identifiant et votre mot de passe, recherche et I'enseignement qui
aller dans Espace membres et entrer I'identifiant et votre portent sur la chronobiologie, ainsi
mot de passe, puis suivre les instructions. que sur l'actualité de cette disci-

pline. Je vous laisse explorer le site
de maniére plus approfondie et
compte sur vous tous pour I'alimen-
ter régulierement et le faire vi-
vre longtemps !

Si vous n’avez pas encore votre identifiant et votre mot de
passe, vérifier d’'abord que vous étes bien enregistré dans
'annuaire Annuaire des membres et cliquer sur la lettre
initiale du nom. Noter le mail sous lequel vous étes enregis-
tré.

Aller dans Espace membres et cliquer sur Login/Mot de
passe oublié? ; on vous demande alors le mail sous lequel
vous étes enregistré, et vous recevrez alors votre identifiant
et votre mot de passe.

Sophie LUMINEAU
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VOS COORDONNEES ACCESSIBLES SUR LE SITE

OE LA SOCIETE FRANCOPHONE DE CHRONOBIOLOGIE

M, Mme ou Mlle, Prénom, Nom :

Titres, fonctions :

. 365
= Dongel & acfualiser YOS Qonnet: g

i o premiére IS :

Fax: u u - tio .

Adresse électronique : c rm Ia" Po “ne modlﬂca
avec I- ne sur I te p surle site)

Mots clefs : en |g ww 63 P“'

Envoi du Journal RYTHMES

De par votre adhésion a la SFC, vous bénéficiez automatiquement et gratuitement de I'abonne-
ment a RYTHMES. Les numéros des années précédentes sont en acces libre sur le site Internet
de la Société, mais les numéros de I'année en cours vous sont envoyés personnellement. Jus-
qu’a présent, I'envoi sous version papier était majoritaire. Cependant, afin de réduire le colt de
l'impression et de I'envoi par courrier postal, nous proposons d’instaurer systématiquement un
envoi par courrier électronique (en version couleur). Toute personne souhaitant conserver I'en-
VOi sous version papier est priée de cocher la case correspondante ci-dessous. Si vous optez
pour la version électronique, il est impératif que vous fournissiez une adresse de courrier élec-
tronique valide. En cas de non réponse de votre part, I'envoi par courrier électronique sera fait
par défaut a partir de début 2005 a toute personne ayant déja fourni son adresse électronique.
Merci d’avance de nous permettre de communiquer au mieux avec I'ensemble des membres de
la SFC.

Souhaitez-vous recevoir la version électronique (préférable ) 0?2
ou la version papier de RYTHMES 0?2
' Dans ce cas, n'oubliez pas de fournir une adresse électronique ci-dessus

% Cocher la case correspondant a votre choix

A renvoyer a :

Etienne CHALLET, Secrétaire Général de la SFC

Laboratoire de Neurobiologie des Rythmes

CNRS UMR7168/LC2, Université Louis Pasteur
5 rue Blaise Pascal, F-67084 STRASBOURG Cedex, France
Tel: (+33) (0)3 88 45 66 93
Fax: (+33)(0)3 88 45 66 54

e-mail: challet@neurochem.u-strasbg.fr
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INTRODUCTION

Paul Pévet et la SFC ont demandé a Yvan Toui-
tou de raconter ma vie scientifique, a I'occasion
de la réunion de Strasbourg,en avril 2005. Ce fut
ma féte, tant les paroles d’Yvan furent chaleureu-
ses, simples et pleines d’humour. Celles de Paul
aussi. Je pensais qu’ainsi, tout était dit, lorsque
Juan Antonio Madrid (Université de Murcie) m’a
demandé, pour le livre dont il prépare I'édition, un
papier faisant état des mes « découvertes » en
chronobiologie, pour le publier avec le chapitre
que j'avais écrit a sa demande. Afin de m'inciter a
donner mon accord, Juan Antonio me faisait sa-
voir que tous auteurs sollicités avaient accepté de
rédiger, le dit papier, a la premiére personne.
Qu’avais-je découvert ? Chaque année, le CNRS
m’avait demandé de répondre a cette question
sous la forme d’un rapport d ‘activité. Publier ou
périr, c’était une condition de survie pour I'Unité
(CNRS N°105) que je dirigeais. S’agissait-il de
découvertes ?

L’exercice que m’imposait mon collégue espagnol
m’avait mis dans un bel embarras. Il fallait tout
reprendre. Qu’est-ce qu'une découverte ? Je n’en
sais rien. Qui est un « découvreur » ? Probable-
ment un prestidigitateur qui sort un lapin vivant
d’'un chapeau claque inévitablement vide. Dans
cette sorte de magie, il y a toujours un truc. L’his-
toire de nombreuses découvertes en chronobiolo-
gie m’apparaissait comme résultat d’'un ensemble
de travaux plutét que celui d’'une ceuvre indivi-
duelle. De plus, je savais qu’'une partie de cette
histoire restait cachée car elle n'a sa place ni
dans un rapport d’activité de chercheur, ni dans
une publication scientifique, méme dans sa partie
consacrée a la discussion des résultats. L’auteur
est obligé d’adopter un ton sérieux, un langage
choisi et, bien entendu, ne doit rien dire du non-
dit.

Avis au lecteur : Ce texte n’est ni un rapport, ni
un article. Merci aux éditeurs de « Rythmes » de
m’avoir donné cette liberté d’écriture.

SE BATTRE POUR LA CHONOBIOLOGIE

Mon but essentiel, dans les années 60, n’était
pas d’étre percu comme un « découvreur » po-
tentiel mais comme un chercheur qui se bat effi-
cacement, a coup de résultats solides, pour la
reconnaissance de la chronobiologie comme nou-

AI-JE DECOUVERT QUOI QUE CE SOIT
EN CHRONOBIOLOGIE ?

Unité de Chronobiologie. Fondation A. de Rothschild., 29 rue Manin. 75940 Paris Cedex 19.

Alain REINBERG
areinberg@wanadoo.fr

veau domaine scientifique. Nous n’étions guére
nombreux a explorer exclusivement, les rythmes
biologiques. Certains affirmaient que nous fai-
sions dans l'astrologie ou, pire encore, dans le
« biorythme », une méchante machine a pomper
les sous des gogos.

En France, le « nous » comprenait le noyau dur
des chercheurs qui fondérent le Groupe d’Etude
des Rythmes Biologiques, aujourd’hui la SFC.
C’était, entre autres, un moyen collectif de de-
fense d’'une espece de chercheurs qui se sentait
en danger. J'insistais, en toutes circonstances,
sur le caractére de nouveauté des résultats obte-
nus en chronobiologie humaine. Le temps devait
étre pris en considération dans toutes les scien-
ces de vie, y compris la médecine. Cela suggérait
des découvertes, pour justifier la confiance, peu a
peu croissante, que le CNRS me manifestait ,
mais surtout pour convaincre mes maitres et mes
pairs de l'importance de la dimension temporelle
pour une meilleure compréhension de la physio-
logie,de la pathologie et de la thérapeutique.

En 1957, nous pensions, Jean Ghata et moi, que
suffisamment de preuves expérimentales avaient
été accumulées pour pouvoir déclarer que
« l'activité rythmique est une propriété fondamen-
tale de la matiére vivante » (1). Référence était
faite aux rythmes ultradiens et circadiens dont les
propriétés révélaient de frappantes similitudes :
caractére endogéne, stabilité de la période, etc.
Ce faisant, nous généralisions la proposition de
neurophysiologistes comme A. Fessard (2) et
mon maitre H. Cardot, faite en 1936 : « le proces-
sus rythmique est le mode normal d’activité de
tous les systemes excitables ». Ce qui est banal
en 2005 ne I'était pas en 1957. Ceux qui revisi-
tent les rythmes font rarement état de la contribu-
tion de neurophysiologistes comme Fessard et
Cardot.

QUEST-CE QUE DECOUVRIR?

Il faudrait remonter a Platon et Aristote et discuter
de laspect métaphysique de la connaissance
scientifique. lls enseignaient que le puzzle de
l'inconnaissable est illimité et que 'lhomme doit se
contenter d’en découvrir laborieusement de peti-
tes pieces. Maintenant, certains philosophes
comme O. Hamelin, remplacent la notion d’'un
inconnaissable par celle, plus dynamique, de la
construction synthétique du monde qui marche-
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rait au pas du renouvellement des théories et des
expériences probantes.

Dans un couloir de I'ancienne Fac de Médecine
de Paris on peut admirer la statue d'une jolie
femme qui débute, par le haut, une sorte de strip-
tease. Tout bonnement : « La Nature se dévoilant
devant la Science ». N'est-ce pas la suggérer
qu’'on a beau découvrir, le plus intéressant reste
caché ?

Pour Littré, le premier sens de « découvrir » est :
Oter ce qui couvrait une chose ou une personne.
Le sens scientifique du terme n’occupe que le
quatriéme rang, avec Newton comme exemple.

Pour Alain Rey, « descouvrir » (vers 1120) vient
du bas latin, avec le sens abstrait de « révéler,
montrer » dans un contexte religieux. Puis il
saute a Montaigne (1580) : « faire connaitre le
premier une chose ignorée ». Voila qui me plait,
car cette définition peut renvoyer a [l'illusionniste.
Celui qui fait connaitre la chose est-il toujours
celui qui, le premier, la trouve ?

La spécialisation scientifique du terme semble
dater du XIX® siécle : « établissement d’une vérité
par la science ». En 2005, cette noble définition
est devenue contestable (3).

Le mythe du génial chercheur isolé est entretenu
par la BD comme par le comité Nobel et avec la
méme fantaisie. En 1926, J. Fibiger fut couronné,
en Suéde, pour la découverte de I'origine parasi-
taire du cancer. Le coupable était un vers rond au
nom bizarre. Ah ! la sale béte.

Méme pour une découverte majeure, comme
celle de la structure en double hélice de 'ADN, le
réle exclusif de J.Watson et F. Crick (Prix Nobel
1962) est aujourd’hui mis en doute (4). Le mo-
dele, proposé par ces auteurs n'a pu étre bati
qu’a partir des résultats de Oswald Avery (il mon-
tre, en 1944, que I'ADN est le constituant essen-
tiel du chromosome) et de ceux de Rosalind
Franklin, « The Dark Lady of DNA »(5), qui obtint
les clichés de diffraction aux rayons X. Pourquoi
ces deux derniers n’ont-ils pas le méme crédit
que les lauréats ? « Les historiens [des sciences]
préférent les révolutions scientifiques et les
controverses bruyantes entre acteurs médiati-
ques » remarque M. Morange (4).

LES EPTGONES DEINSTEIN A LA RE-
CHERCHE DU TEMPS PERDU

C. Pittendrigh (6), J. Aschoff (7) et moi (8,9) fai-
sions partie des rares chronobiologistes a pren-
dre une certaine distance pour mieux situer la
nouveauté et I'originalité de notre discipline.

J’ai été invité a une demi-douzaine de conféren-
ces sur le Temps qui réunissaient des philoso-
phes, des physiciens, des cosmologues...

Souvent, je fus le seul biologiste. Par rapport a
ces spécialistes, brillants et charmants, jai par-
fois eu le sentiment d’étre le déshérité. Disciples
de Platon, ils naviguaient a I'aise dans le Monde
des l|dées, congues a priori comme l'est une
construction mathématique, alors que je ramais
dans le Monde sublunaire d’Aristote, celui de l'in-
telligibilité de ce qui est sensible. Le temps du
vivant, dont je parlais, n’avait plus rien de com-
mun avec le temps de tous mes collégues physi-
ciens pour la simple et bonne raison que ces der-
niers I'avait écrabouillé au point de le rendre mé-
connaissable.

Le biologiste explore des phénomeénes trés com-
plexes et pense de maniere multifactorielle, alors
que le physicien se débarrasse de quantité de
facteurs, l'idéal étant de n’en garder qu’'un, en le
purifiant au besoin. Le physicien s’exprime en
langage mathématique, ce que ne peut faire le
biologiste. « Tout phénoméne naturel est un lan-
gage mal compris » déclare R. Thom. Pour S.
Hawking (10) on ne connait pas encore la modéli-
sation mathématique (le langage) des lois fonda-
mentales de la biologie.

Il'y a plus de mille livres sur le temps. Les auteurs
de tous ceux que j'ai lu encensent, a juste titre,
Newton et Einstein mais se gardent bien de souli-
gner que ces deux hommes de génie ont tué le
temps. Avec mes rythmes et mes cycles, avec
mon p’tit vélo de chronobiologiste, javais I'air de
quoi, ma mere ? Ce non-dit me tarabustait, si
bien que j’ai écrit, a mon tour, deux essais sur le
temps (8, 9) revendiquant pour notre discipline la
part du discours qui me semblait lui revenir.

Dans le modéle de gravitation universelle, inventé
par Newton, la force d’attraction dépend de la
masse et de la distance entre les corps. Le temps
disparait, ce qui embéte un peu I'amateur de
pommes qui chutent. Alors, il fait intervenir un
« temps absolu » pour décrire le mouvement d’'un
objet dans I'espace. Le temps devient continu si
bien, qu’en conséquence, on ne distingue plus
« 'avant » de « I'aprés », qu’'on passe du passé
au futur et du futur au passé comme sur des rou-
lettes. Du méme coup le principe de causalité
disparait, et voila le biologiste privé d'un
« instrument » indispensable a son raisonnement.
Einstein, dans le modéle de la relativité générale,
élimine radicalement le temps, comme entité in-
dépendante. Le voila lié a 'espace dont il ne peut
plus se distinguer. Un espace énorme et un
temps réduit a sa plus simple inexpressivité.

La lecture de S. Hawking m’a convaincu du fait
que je ne pouvais rien comprendre a la beauté de
cette théorie unificatrice et a sa formulation ma-
thématique. Ceux qui le peuvent ne représentent
que 0.1% de 'humanité. Cela fait 99,9% de pau-
vres ignares, y compris, bien sir, les biologistes
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(Suite de la page 66)

et les philosophes. Le temps, raconte Hawking, est
devenu « imaginaire », un concept mathématique
bien défini qui fait appel aux nombres du méme
nom. Un nombre « réel », positif ou négatif, élevé
au carré, donne toujours un nombre positif. Un
nombre « imaginaire » a un carré négatif. Le temps
imaginaire est un petit bidule perdu dans un univers
qui passe de quatre a deux dimensions. C’est un
peu comme le sourire du chat du Cheshire, un sou-
rire qui persiste, aux yeux d’Alice, quand le chat
disparait au Pays des Merveilles de Lewis Carroll.
La pensée de Hawking m’inquiete. Ce super physi-
cien sait tout, car seul un super physicien est capa-
ble de comprendre le temps et tout le toutime. Il se
croit donc en position d'imposer sa conception du
temps aux 99,9% des Cros-Magon microcéphales.
« Il semble clair... [ écrit-il ] que la vie, telle que
nous la connaissons, ne peut exister que dans les
régions de I'espace-temps dans lesquelles une di-
mension du temps et trois dimensions de I'espace
ne soient pas fortement enroulées sur elles-
mémes ». C’est éblouissant de clarté ! Je ne suis
pas le seul a s’étre affranchi de cette dictature intel-
lectuelle. Des philosophes, comme Claudine Tierce-
lin, écrivent en 2005 :« Si tout ce qui existe est phy-
sique, comment quelque chose peut-il émerger qui
soit radicalement nouveau ? » (41).

Heureusement, on peut étre physicien et s’intéres-
ser au temps et a la chronobiologie. C’est le cas de
Jean De Prins qui aida de nombreux membres du
GERB a mieux analyser les séries temporelles
qu’ils obtenaient. Jean nous a appris que beaucoup
de mathématiciens se sentaient plus a l'aise dans
les systémes linéaires que dans les systémes qui
ne I'étaient pas. Dans le domaine du non linéaire
leur préférence s’est portée sur les fonctions circu-
laires (lignes trigonométriques) qui leur permettent
de retomber dans le linéaire. Une des conséquen-
ces de cela est un manque d’outils statistiques utili-
sables par les chronobiologistes qui doivent analy-
ser des phénomeénes non linéaires. En 1967, Franz
Halberg m’avait convaincu de lintérét de la mé-
thode du cosinor qu’il venait d’inventer (11). Les
conseils, formulés par De Prins (12) et présentés au
GERB, m’apprirent a utiliser cet outil de fagcon pru-
dente et pertinente.

UNE DECOUVERTE, DES DECOUVREURS

Il'y a eu plus de chercheurs au XX° siécle que dans
toute I'histoire de I'humanité. C’est aussi vrai en
chronobiologie, suivant J. Aschoff (7). Il existe donc,
de nos jours, une grande probabilité de rencontrer
non pas un mais plusieurs chercheurs (ou groupes
de chercheurs) qui revendiquent la méme trouvaille.
Mais, lorsque plusieurs chercheurs et chercheuses
sortent en méme temps de leur baignoire en criant
« Euréka ! », n'est-ce pas un plus pour la décou-
verte ?

En 1954, F. Halberg (13) propose le concept de
synchroniseur et J. Aschoff (14) celui de Zeitgeber.
Les donneurs de temps étaient découverts simulta-
nément. Des auteurs, en 1964, avaient rapporté
que le male humain, adulte et jeune n’avait pas de
rythme journalierde la testostérone (T) plasmatique.
Cette exception spécifique était surprenante. Avec
F. Dray et J. Sébaoun (15) nous avons utilisé la
méthode assez sophistiquée de la double dilution
isotopique pour valider un rythme de 24h de la T
libre chez 'homme adulte sain. De tous mes pa-
piers, c’est le plus cité. Pourquoi ? Bien malin celui
qui peut répondre. Certes, il a fallu attendre la sim-
plification des méthodes de dosage pour que ce
résultat soit largement confirmé. En fait, il ne suffit
pas de rapporter une trouvaille scientifique, il faut
qu’elle soit veérifiée par d’autres, pour asseoir sa
credibilité.

Elliot Weizman m’a raconté une histoire qui ne man-
que pas de sel. En 1970, il met au point une mé-
thode de cathétérisme veineux qui permet la col-
lecte du sang toutes les quelques minutes, pendant
24h, afin d’y doser le cortisol. Il découvre que, chez
’lhumain, 'hormone n’est pas sécrétée entre minuit
et 04.00h. Le papier qu’il envoie au J Clin Endocr &
Metab est refusé. Fort mécontent, il se rend au labo
de son ami Hellman, un biochimiste réputé, et lui
sort : « J'aimerai bien connaitre le fils de chienne
qui prend mon travail pour de la bouse de vache ! ».
« C’est moi », répond Hellman. Et de s’expliquer.
Comment le cortisol plasmatique, indispensable a la
vie, peut-il tomber a zéro, pendant la moitié de la
nuit ? lls décident de refaire la manip ensembile et,
comme la découverte se vérifie, Hellman devient le
co-auteur d’'une nouvelle version du papier qui,
cette fois, est accepté (16).

L’acquisition de méthodes relativement plus simples
de dosages hormonaux facilitait I'étude des rythmes
saisonniers, a partir de rythmes journlaiers échantil-
lonnés sur plus d’'un an chez les mémes sujets.
Nous avons alors pu quantifier les variations an-
nuelles de diverses fonctions endocriniennes, entre
autres celles du testicule humain (17). Par la méme
occasion nous avons étudié les rythmes de I'activité
sexuelle des mémes sujets, coits et masturbations
(18).

Les rythmes annuels de la T et de l'activité sexuelle
d’oiseaux et de mammiféres varient de fagon a peu
pres similaire (19). Il en va de méme pour le male
humain (17,18). Ce sont des recherches difficiles a
réaliser si bien que notre « population » se limitait a
5 sujets, ce que nous annoncions dans les ftitres.
Que faire pour vérifier ce cycle comportemental du
male humain? Michael Smolensky me proposa d’é-
tudier les rythmes des viols déclarés a Houston et a
Paris, en coopérant avec les polices de ces deux
villes. Des résultats trés cohérents furent obtenus
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(20).

Nous étions satisfaits puisque nos deux équipes
respectives découvraient la méme chose,en méme
temps. En écumant la bibliographie nous avons
aussi découvert I'existence de trois publications,
précédant la notre, dont celle de A. Leffingwell qui
étudia les « offences against chastety » de 1880 a
1884 dans la trées prude Angleterre victorienne.
Heureusement, la similitude de tous les résultats
était treés grande (20). Moralité (?) si 'on veut abso-
lument étre classé le premier, il n'est pas recom-
mandé de se plonger a corps perdu dans la mer
des références.

En 1959, E. Haus et F. Halberg (21) décrivent un
rythme journalierde la susceptibilté de la souris a
I'éthanol. lls ouvrent la voie de la chronotoxicologie.
En 1968, L. Scheving et al (22) ouvrent celle de la
chronopharmacologie en décrivant le rythme journa-
lierdes effets d’un barbiturique chez le rat. En 1964,
lors d’une réunion de 'OTAN, organisée par J. As-
choff, j'était le seul a présenter un travail de clinique
expérimentale. Il concernait le rythme journalierde
la réactivité de la peau humaine a I'histamine (23).
Plusieurs années apres, je rencontrai K. de Vries en
Hollande. Il m’apprit, qu’en 1962, il avait découvert
la méme chose en prenant la bronche humaine
comme systeme cible (24). J'ignorais que de Vries
m’avait grillé. Mon seul avantage sur lui restait d’'a-
voir montré que ce rythme de chronosusceptibilité
avait des relations temporelles avec les variations
circadiennes de l'activité corticosurrénalienne.

En 1974, lors d’une réunion en ltalie, je tentais,
dans un rapport, de disséquer les mécanismes de
la chronopharmacologie clinique (25). J'ai proposé
de considérer, d’'un coté, la chronocinétique d'un
agent et, de l'autre coté, la chronesthésie (ou chro-
nopharmacodynamie) du systeme cible a cet agent
(25). Pour ce faire, je puisais beaucoup d’exemples
dans nos résultats obtenus depuis 1967. A la méme
réunion, Halberg proposa les mémes concepts sous
des noms divers (26). Sa tactique était de pondre
un néologisme a chacune de ses trouvailles, ce qui,
ensuite, lui permettait de ne pas citer les autres,
dont jétais. Bof! Le plus important était de faire
accepter ces concepts par la communauté scientifi-
que par l'apport de nouveaux résultats expérimen-
taux. Des conférences invitées me furent deman-
dées lors de réunions de Sociétés de Pharmacolo-
gie en France, en ltalie, en Allemagne, en Espagne.
J'ai été chargé d'organiser des symposia satellites
aux réunions des Sociétés Internationales de Phy-
siologie (IlUPS-Paris 1977) et de Pharmacologie
(IUPHAR-Paris 1978). Ce fut le début d’une série
réguliere de réunions qui eurent lieu en Suisse, en
France, aux USA et en Allemagne avec la coopéra-
tion étroite d’autres découvreurs comme M. Smo-
lensky (Houston), G. Labrecque (Quebec), E. Haus
(USA), B. Lemmer (Heidelberg-Mannheim).

Il convient de donner crédit a Virey (1814), Jores
(1939), Mollerstom (1953), Menzel (1955) d’avoir
promu I'idée que, chez 'homme, les effets désirés
et non désirés des médicaments dépendent de
I'heure d’administration. Nous avons forgé le mot
« chronothérapie », en 1971, en lui donnant un
contenu et un sens précis (27). Chez les patients
qui souffrent d’'une insuffisance corticosurrénalienne
'absence de sécrétion du cortisol, donc de son
rythme circadien, conduit a la disparition d’'un en-
semble d’autres rythmes. Pour survivre ces mala-
des ont besoin d’hydrocortisone. Nous avons mon-
tré qu’en leur donnant la dose majeure de I'hor-
mone a 08.00h on mimait sa biodisponibilité physio-
logique et on restaurait les rythmes qui sont (au
moins partiellement) contrélés par celui du cortisol.
Le but de la chronothérapie est de contribuer a re-
couvrer un bon état de santé, y compris le retour a
la normale de I'organisation temporelle altérée par
la maladie. Le terme de chronothérapie fut aussi
utilisé par Weitzman et al en 1981 (28) pour le trai-
tement de troubles particuliers du rythme veille-
sommeil : les syndromes des retard de phase
(delayed sleep phase syndroms). Le but de la théra-
peutique est, dans ce cas aussi, de re-synchroniser
le sujet. Restituere ad integrum, remettre dans son
état premier, normaliser, a toujours été un but ma-
jeur de la médecine.

LA CHRONOBIOLOGIE DE L HUMAIN
DIFFERE-T-ELLE DE CELLE DES RON-
GEURS DE LABORATOIRE ?

Lors de la réunion de la SFC a Lyon, en mai 1998,
Michel Jouvet rappelait que les chronobiologistes et
les hypnologues ont mis dix ans a pouvoir se com-
prendre, car les premiers oeuvraient chez le rat, la
souris et le hamster alors que les second avait le
chat pour modéle. Les chats sont de drbles de dor-
meurs. Chez = 70% d’entre eux le rythme veille-
sommeil est éloigné de 24h, ce qui n’est pas le cas
des rongeurs.

L’humain difféere des autres mammiféres par le dé-
veloppement de son cortex cérébral. De ce fait, ne
s’écarte-t-il pas, lui aussi, du modéle des rongeurs
pour ce qui concerne la chronobiologie ? Les si-
gnaux qui nous synchronisent ne sont-il pas essen-
tiellement non-photiques ? N’y a-t-il pas, pour notre
espéce, un dialogue NSC-cortex ? C’est peut étre la
que se nichent les découvertes (29).

Certains déclarent que 'homme ne produit que des
rythmes « vaseux » (sloppy rhythms) (30), un autre
(31) que le sujet doit étre « heureux » pour en pro-
duire de jolis. Et pour rendre heureux un chronobio-
logiste, il faut quoi ? Certes, la chronobiologie hu-
maine est une course d’obstacle. Les raisons en
sont multiples : grande variabilité interindividuelle ;
groupes manquant d’homogénéité ; casse-téte de la
collecte des données ; chasse aux volontaires, etc,
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etc.

Comme tous mes collegues, j'ai vite compris que la
priorité des priorités d’'un chercheur du CNRS est
de trouver des crédits. Oeuvrant chez 'homme et
en chronobiologie, c’était encore plus difficile. A
nouveau du non-dit! La premiére des manips de
chronopharmacologie clinique, nous l'avons faite
sur 'aspirine, en 1967 (32); les volontaires sains
furent des gens du labo et jen étais. Ce bricolage
nous ayant réussi nous avons décidé de récidiver
en montant, cette fois, une grosse machine. Ou
trouver les sous ? Le CNRS, 'INSERM n’avaient
rien a lacher. Les responsables de l'industrie phar-
maceutique m’ont expliqué qu’ils examineraient vo-
lontiers un projet solide, mais pas celui de cette
chrono-machin dont ils n’avaient jamais entendu
parler. En cette ére pompidolienne, c’était 'Armée
qui monopolisait les moyens de recherches. Son
projet était d’avoir des soldats en forme 24h/24.

Connaissant I'étude de Haus (21) j'étais prét a pa-
rier que l'alcool n’était pas le bon moyen. Jignorais,
qu’en 1967, J. Rutenfranz et al (36) avaient montré
que la prise vespérale d’alcool, par rapport a celle
du matin, abaissait de 30% les performances. Les
résultats obtenus, grace a notre contrat militaire,
nous firent découvrir la chronesthésie. En effet, il y
avait bien des rythmes circadiens de l'altération des
courbes de la température, des catécholamines, de
nombreux tests cognitifs (34,35), mais ces rythmes
était indépendants de I'éthanolémie et de sa chro-
nocinétique. Je tiens d’autant plus a ce concept de
chronesthésie que son importance me parait sous
estimée (36).

La « galére », je I'ai vécue en étudiant, pendant plus
de 15 ans, les rythmes d’'une centaine de travail-
leurs postés. On est mal pergu par les syndicalistes
(ce type cherche le coup tordu qui nous fera bosser
plus !), par les patrons (ce type va trouver que nous
contrevenons a la législation du travail) et par les
physiologistes (les données que ce collégue re-
cueille sur le terrain sont elles fiables ?). C’est, en-
tre autres, la Shell Frangaise qui m’a aidé et le
CNRS qui a garanti mon indépendance matérielle et
morale. Les postés travaillent dans un monde réel
donc a risque, si bien que pour étudier leurs ryth-
mes il faut ceuvrer sur place, avec eux. Les expé-
riences de labo, animales (les mouches et les sou-
ris « postées » !) et humaines donnent des résultats
impeccables mais sans valeur pratique, en particu-
lier la trés stressante « constant routine ». Une des
solutions est d’étudier chaque posté individuelle-
ment, de maniére longitudinale. Ce faisant, on col-
lecte un nombre de données suffisant pour quanti-
fier valablement l'acrophase, I'amplitude et le ni-
veau moyen de ses rythmes. Mais surtout on peut
en mesurer, précisément, la période par des analy-
ses spectrales ou des spectres de puissance
(suivant la méthode de De Prins, par exp (37). Ce

n'est pas la densité des points de mesure, mais la
durée de l'enregistrement qui compte. Plus il est
long (n = 8 jours) plus la mesure du t circadien est
affinée. Si je donne ici ces détails, c’est qu’ils sont
mal connus, méme des arbitres consultés pour I'ac-
ceptation des papiers car, bien souvent, le non li-
néaire n’est pas leur truc.

Une de nos trouvailles est que la désynchronisation
est un phénoméne banal et fréquent, chez le posté
comme chez l'adulte sain non posté (29, 38). Plus
intéressant encore est que la période de la force
musculaire de la main droite difféere assez souvent
de celle de la gauche (29,38). Deux de mes anciens
collaborateurs, Yutaka Motohashi et Atanu Pati ont
confirmé ces résulats au Japon (1990) et en Inde
(2000). Cette variabilité de t entre les cotés droit et
gauche se comprend si les hémisphéeres du cortex
cérébral humain ont des activités rythmiques diffé-
rentes, autrement dit, s’ils possédent chacun des
horloges biologiques capables de fonctionner de
facon autonome. Pour éprouver cette hypothése, il
était indispensable d’étudier des fonctions cogniti-
ves, comme les temps de réaction (TR) a des si-
gnaux lumineux car, ce faisant, les rythmes de cha-
que main peuvent étre explorés. Nous avons discu-
té de cela avec Yosi Shub et Israél Ashkenazi (Tel
Aviv University) et Aléna Bicakova-Rocher, Yvan
Touitou et d’autres collegues parisiens. L’équipe de
Tel aviv a étudié des pilotes qui vécurent trois jour
dans un simulateur de vol hautement sophistiqué. A
Paris, les sujets furent entrainés a utiliser, pendant
10  jours, un  enregistreur  portable et
« computeurisé ». Quand la tache est relativement
facile, le t des rythmes du TR est égal a 24h.
Quand la tache est difficile (e.g. TR de choix) la
main dominante conserve un t = 24h, cependant
que la main non dominante a un t < 24h. En outre,
chez le méme sujet, les t des TR et ceux de la force
musculaire peuvent différer entre les mains droite et
gauche. Ces résultats, obtenus simultanément, fu-
rent publiés dans le méme journal (39,40). S’agit-il
d’'une découverte ? Pas encore, puisque ces tra-
vaux ne sont jamais cités par les chronobiologistes
qui pensent que le modele d’'une seule horloge mai-
tresse est valable pour tous les mammiféres.

CONCLUSION

Je ne sais toujours pas ce qu’est une découverte
scientifique car les plus solides, en apparence, peu-
vent avoir des aspects et/ou des attributions discu-
tables. Cependant, il faut bien accepter la notion de
découverte car, sans elle, il n’y aurait plus de car-
riere de chercheur. Pourquoi pas « trouvaille » ?
D’aucuns peuvent m’objecter que ¢a ne fait pas
sérieux. D’accord pour « découverte ». Il me semble
que, depuis le XX° siécle, il est difficile d’en attribuer
une a un seul chercheur. Il en va des bonnes idées
comme des fruits mdrs, leur cueillette n’est pas né-
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cessairement un jeu de solitaire.

Si le découvreur est rarement seul, la mauvaise
stratégie est de ne pas lire trés attentivement la lit-
térature scientifique, comme la mauvaise tactique
est de ne pas citer ses compétiteurs. Tot ou tard
viendra celui qui découvrira que le découvreur n’est
pas le seul a mériter ce titre. Quant a volontaire-
ment omettre de citer les chercheurs dont on ne
partage pas les idées...

Finalement, je n'ai pas répondu a la question qui
m’était posée.
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de I'horloge biologique interne, est a I'ori-

gine de la genése des fonctions rythmi-
ques physiologiques et comportementales et de leur
ajustement aux fluctuations journaliéres et saison-
nieres de I'environnement lumineux (1). La décou-
verte de mutations génétiques naturelles affectant
certaines composantes de la rythmicité circadienne
a permis l'identification des mécanismes moléculai-
res impliqués dans la genése de la rythmicité. Par
ces approches génétiques combinées a des appro-
ches biochimiques, il a été établi que ces mécanis-
mes reposent sur I'existence de boucles d’autorégu-
lation transcriptionnelle négative et positive impli-
quant des genes spécifiques de I'horloge (2, 3). Ce
modéle de fonctionnement moléculaire que I'on
pensait au départ spécifique des oscillateurs cellu-
laires du NSC, s’est avéré applicable a d’autres
structures centrales et a de nombreux organes et
tissus périphériques. Le systéme circadien apparait

hez les mammiféres, le noyau suprachias-
matique (NSC) de I'hypothalamus, siége

fguillau@unice.fr

des complexes dCLOCK/dCYCLE qui vont induire
la transcription des génes dPeriod (dPer) et dTime-
less (dTim) par leur liaison sur des éléments de ré-
ponse de type E-box (CACGTG) présents dans la
région promotrice de ces genes (4, 5) (Fig.1). Les
protéines résultantes, dPER et dTIM, par leur asso-
ciation en complexes hétérodimériques, vont répri-
mer leur propre transcription activée par dCLOCK/
dCYCLE (5-7). A ces régulations transcriptionnelles,
se surajoutent des modifications post-traduction-
nelles de dPER et dTIM qui vont permettre le main-
tien de la périodicité a 24h (8, 9). Chez les mammi-
feres, la boucle est similaire, les facteurs dCLOCK
et dCYCLE sont remplacés par leurs orthologues
respectifs, mMCLOCK et mBMAL1. Les complexes
mCLOCK/mBMAL1 sont a l'origine de la transcrip-
tion rythmique des genes mPeriod (mPerl a 3) et
mCryptochromes (mCryl et 2) (10, 11) (Fig.1). En
retour, les diméres mMPER/mCRY vont inhiber leur
propre transcription (12, 13). L'ajustement de la pé-
riode a 24h implique des modifications post-traduc-
tionnelles de MPER et mCRY (14, 15).

Drosophile

PDP1

Pdp1

Boucle

Positive

Clock O

=

Boucle
Négative SRiLLE

Boucle
Négative
Vrille

TIM PER

Souris
?

Bmall
Boucle

Positive

©

Boucle
Négative ISYASET

®

Boucle
Négative
Rev-erba

CRY PER

Figure 1 : Boucles d’autorégulation transcriptionnelle a I'origine de la genése des rythmes circadiens
chez la drosophile et la souris. Per, Period; Tim, Timeless; Bmall, Brain and Muscle Aryl hydrocar-
bon receptor nuclear translocator-Like protein 1; Cry, Cryptochromes; Pdp1, PAR Domain Protein 1;
R1, Retinoic acid-related Orphan Receptor Element 1; R2, Retinoic acid -related Orphan Receptor
Element 2 , P/V, PDP1 and VRILLE binding element.

donc comme un systéme hiérarchisé intégrant le
fonctionnement coordonné de multiples oscillateurs
centraux et périphériques, dans lequel I'horloge
centrale a pour réle de coordonner les fonctions
rythmiques en synchronisant 'ensemble des oscilla-
teurs de 'organisme, par l'intermédiaire de signaux
rythmiques, nerveux et humoraux (2).

La boucle principale d’autorégulation transcription-
nelle négative, originellement décrite chez Droso-
phila melanogaster, est trés conservée au cours de
I'évolution. Chez la drosophile, elle est composée

Au cours de ces six derniéres années, deux autres
boucles de rétroaction trancriptionnelle, positive et
négative, impliquant respectivement dClock chez la
drosophile et mBmall chez les mammiféres, ont été
décrites. Chez la drosophile, les complexes
dCLOCK/dCYCLE n’activent pas seulement la
transcription de dPer et dTim mais également la
transcription de génes dits contrélés par I'horloge,
et notamment de deux régulateurs transcriptionnels
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de dClock, Vrille et PAR Domain Protein 1(Pdpl)
(16, 17) (Fig.1). Les deux protéines VRILLE et
PDP1, appartenant a la famille des facteurs de
transcription leucine zipper, reconnaissent les mé-
mes éléments de réponse dans le promoteur de
dClock mais exercent des effets opposés sur la
transcription de ce géne. Tandis que VRILLE ré-
prime I'expression de dClock, PDP1 I'active (16, 18,
19) (Fig.1).

Chez les mammiféres, le premier régulateur trans-
criptionnel de mBmall a été identifié par Preitner et
collaborateurs (2002) (20), il s’agit du récepteur nu-
cléaire orphelin REV-ERBa (Fig.1). La délétion du
gene Rev-erba chez des souris entraine une réduc-
tion de 'amplitude des oscillations de mBmall dans
le NSC et le foie ainsi qu’un raccourcissement de la
période endogéne du rythme d’activité locomotrice
(20). Preitner et collaborateurs (2002) (20) ont mon-
tré que, dans le foie, REVERBo présente une ex-
pression circadienne et peut se lier a un des deux
sites monomériques RORE (Retinoic acid-related
Orphan Receptor Element; WAWNTRGGTCA) situé
a proximité du site d’initiation de la transcription de
mBmall. Dans deux lignées cellulaires (COS-7 et
CHO), nous avons montré que REV-ERBa réprime
I'activité transcriptionnelle de mBmall par sa liaison
sur les deux sites RORE (RORE1 et RORE2) (21),
cet effet répresseur de REV-ERBo a également été
démontré dans d’autres lignées cellulaires (293T3,
Hela, NIH-3T3) (22), il n'est donc pas spécifique
d’un type cellulaire. Récemment, il a été montré que
I'inhibition de la transcription de mBmall par REV-
-ERBa nécessite l'intervention d’'un corépresseur,
SMRT (Silencing Mediator of Retinoic acid and Thy-
roid hormone receptor) associé a la 3 histone déa-
cétylase (22). Les altérations de la structure chro-
matinienne induites par ce complexe multiprotéique
vont bloquer I'activation du promoteur mBmall (22).
Le gene Rev -erba est présent aussi bien au niveau
central que périphérique. Il est exprimé rythmique-
ment dans le thymus, le rein et le muscle squeletti-
que et son expression est maximale lorsque les
niveaux d’ARN mBmall sont bas (21). Cette rela-
tion de phase inverse entre les pics de Rev-erba et
mBmall a été retrouvée dans le NSC et d’autres
oscillateurs périphériques (foie, coeur, poumon, es-
tomac, rate, et testicule) (20, 23, 24). Hormis dans
la rétine ou I'expression de Rev-erba ne varie pas
au cours de la journée (25), dans tous les autres
organes ou tissus, les oscillations de Rev-erba
semblent résulter de l'activation rythmique de sa
transcription par la liaison de mCLOCK/mBMAL1
sur les E-box présentes dans sa région promotrice
(26).

Les travaux de Ueda et collaborateurs (2002) (27)
réalisés dans des fibroblastes synchronisés par un
choc sérique ont montré que le rythme de mBmall

est aboli par la mutation des deux sites ROREs.
Ces sites sont donc nécessaires et suffisants a I'in-
duction d’'une rythmicité d’expression de mBmall.
Toutefois, chez les souris KO Rev-erbe, le rythme
de mBmall n’est pas aboli, ce qui suggére que
REV-ERBa n’est pas le seul régulateur transcrip-
tionnel de mBmall (20). Le deuxieme membre de la
famille des récepteurs REV-ERB, REV-ERB, ainsi
que I'ensemble des membres de la famille des ré-
cepteurs nucléaires ROR (Retinoic acid-related Or-
phan Receptor): RORa, et y sont des récepteurs
capables de se lier sur les sites ROREs et sont, de
ce fait, des régulateurs potentiels de mBmall. Tan-
dis que les récepteurs REV-ERB sont connus pour
étre des répresseurs transcriptionnels de nombreux
génes, les RORs, eux sont des activateurs (28). Il
existe quatre isoformes de RORa (RORa,; a ay) et
deux isoformes de RORYy (y et yt), RORyt étant expri-
mée uniqguement dans le thymus (28, 29).

mRev-erbg, exprimé de fagon ubiquitaire, présente
une expression rythmique dans le NSC et dans dif-
férents tissus et organes périphériques (foie, coeur,
poumon, estomac, rate, thymus, rein, muscle sque-
lettique et testicule) (21, 23), alors que son expres-
sion est constante dans la rétine (25). Comme Rev-
erbe, le pic d’expression de Rev-erbg est en anti-
phase avec celui de mBmall (21, 23). Nous avons
montré que la surexpression du récepteur orphelin
REV-ERBS induit une inhibition de I'expression du
géne endogene mBmal et du géne rapporteur GFP
(Green Fluorescent Protein) sous le contréle du
promoteur de mBmall. Cet effet est aboli par la mu-
tation d’'un des deux sites ROREs ainsi que par la
mutation des deux sites (21).

Parmi les genes Ror, Rora présente une expression
rythmique dans les NSC et constante dans la majo-
rité des oscillateurs périphériques (foie, rein, muscle
squelettique et thymus) (20, 21, 30), sauf dans le
ceeur, les poumons et la rétine (1, 24, 25). Dans la
mesure ou le rythme de Rora est en phase avec
ceux des geénes cibles de mMCLOCK/mBMAL1 (Per et
Cry) et que d’autre part la phase du rythme de Rora
; et o, est altérée chez les souris mutantes clock, la
transcription de Rora pourrait étre directement régu-
Iée par mCLOCK/mBMAL1 (30). Les souris stagge-
rer, porteuses d’'une mutation du géne Rora entrai-
nant la non fonctionnalité du récepteur, présentent
des altérations du fonctionnement moléculaire de
leur horloge centrale et de leur rythme d'activité
locomotrice : réduction de I'amplitude du pic noc-
turne de mBmall dans le NSC et de la période du
rythme locomoteur (30). Le phénotype peu marqué
de ces souris mutantes staggerer pourrait étre dd a
une redondance fonctionnelle entre RORa et ROR
B, dans la mesure ou le géne Rorg est fortement
exprimé dans le NSC (31). RORq; et a4 sont deux
puissants activateurs transcriptionnels de mBmall
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et leurs effets passent par la mise en jeu des deux
éléments ROREs (21, 24, 30, 32). Cependant,
nous avons montré que contrairement a REV-ERBa
et B qui agissent aussi bien sur RORE1 que sur
RORE2, RORa,; exerce son activité transcription-
nelle préférentiellement par l'intermédiaire du site
RORE1 (21). D’aprés Akashi et Takumi (2005) (24),
RORE1 est nécessaire a l'induction rythmique de la
transcription de mBmall par RORq,, alors que RO-
RE2 permettrait uniquement d’augmenter I'ampli-
tude du rythme de mBmall. Ces auteurs ont mon-
tré, dans des fibroblastes préalablement synchroni-
sés par un choc sérique, que la surexpression d’'un
dominant-négatif de RORa,; ou d’'un ARN interférant
inhibant sa synthése induit une diminution de I'am-
plitude du rythme de mBmall (24). Des expériences
de compétition ont permis de montrer que les REV-
-ERBs (o et B) peuvent inhiber de fagon dose-
dépendante [I'activation transcriptionnelle de
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tral, présente des variations circadiennes avec un
pic en phase avec celui de mBmall dans trois struc-
tures du systéme circadien, la rétine, la glande pi-
néale et le NSC (25, 27, 31). Les souris KO Rorg,
contrairement aux souris KO Rev-erba (20) ou
staggerer (30), présentent un allongement de la
période de leur rythme locomoteur (31). Le phéno-
type comportemental des souris KO Rorg est trés
similaire a celui des souris vacillans présentant une
mutation spontanée (37). Dans deux lignées cellu-
laires, nous avons montré que RORP active la
transcription du géne endogéne mBmall et du géne
rapporteur mBmall-GFP, cette activation est com-
pletement abolie par la mutation du site RORE1 ou
la double mutation, en revanche la mutation de RO-
RE2 n’affecte pas 'augmentation de I'expression de
mBmall induite par RORB (21). Le ligand endogéne
de ce récepteur, I'acide tout trans-rétinoique, a été
récemment identifié par Stehlin-Gaon et collabora-
teurs (2003) (34).
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Figure 2: Schéma représentant les différents modéles de régulation transcriptionnelle de
mBmall selon 'oscillateur circadien considéré. Per, Period; Bmall, Brain and Muscle Aryl hydro-
carbon receptor nuclear translocator-Like protein 1; Cry, Cryptochromes; ROR, Retinoic acid-
related Orphan Receptor; R1, Retinoic acid-related Orphan Receptor Element 1; R2, Retinoic

acid-related Orphan Receptor Element 2.

mBmall induite par RORa (21, 30). Par ailleurs,
contrairement aux récepteurs orphelins REV-ERB,
on ne peut pas exclure I'existence d’une régulation
de l'activité transcriptionnelle du récepteur RORa
par son ligand endogéne, le cholestérol, récemment
identifié par Kallen et collaborateurs (2002) (33).

Le géne Rorg, exprimé uniqguement au niveau cen-

A I'exception de la rétine, Rory n'est exprimé qu’en
périphérie et seulement dans quelques oscillateurs
périphériques (foie, thymus, rein et muscle squelet-
tique) (20, 21, 25, 35, 36). Rory n'est pas présent
dans la rate (29) (Guillaumond et al., non-publiés).
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Son profil d'expression est également tissu-
spécifique, puisque des oscillations circadiennes
ont pu étre observées dans le foie, le rein, le muscle
squelettique et la rétine mais pas dans le thymus.
Dans les tissus ou son expression est rythmique,
les pics d'expression sont en phase avec ceux de
mBmall (20, 21, 25). Le récepteur surexprimé dans
des lignées cellulaires induit une activation de la
transcription de mBmall, tout comme RORa et B. Il
exerce également son activité transcriptionnelle
préférentiellement par l'intermédiaire du site RO-
RE1 (21) et celle-ci peut étre modulée par I'acide
tout trans-rétinoique qui est également capable de
se lier a RORy (34).

Il apparait que contrairement aux récepteurs REV-
ERB, les RORs sont des activateurs transcription-
nels de mBmall (21, 30) dont l'activité peut étre
régulée par leurs ligands endogénes respectifs (30,
33, 34). Les récepteurs REV-ERBSs, ne possédant ni
domaine transactivationnel ni ligand endogéne (28),
exercent leur action sur la transcription de mBmall
par compétition avec les RORs pour leur sites de
liasison communs (21, 30).

En conclusion, les génes codant pour les récep-
teurs REV-ERBs présentent une expression ubiqui-
taire et rythmique, sauf dans la rétine, tandis que
les Rors, ont une expression ainsi que des profils
d’expression tissu-spécifiques. A partir de nos don-
nées confrontées a celles de la littérature, au moins
quatre modéles de régulation transcriptionnelle de
mBmall peuvent étre proposés, dont un spécifique
a I'’horloge centrale, un commun au foie, au rein, au
muscle squelettique et au thymus, un spécifique a la
rate et un spécifique a la rétine (Fig.2).

Dans ces modeéles, on retrouve des éléments com-
muns, les récepteurs REV-ERB (o et ) et RORa
(seuls récepteurs présents dans la rate), et des élé-
ments variables, RORp (présent dans le NSC et la
rétine) et RORy (présent dans le foie, le rein, le
muscle squelettique, le thymus et la rétine) (Fig.2).
En conclusion, 'ensemble de nos résultats remet
donc clairement en cause l'existence d’'un modele
unique de fonctionnement moléculaire commun a
tous les oscillateurs de l'organisme. En effet, si la
boucle principale de rétroaction transcriptionnelle
négative impliquant PER et CRY et celle impliquant
les REV-ERBs sont communes a tous les oscilla-
teurs circadiens, la boucle de rétroaction positive
faisant intervenir les RORs est quant a elle spécifi-
que a chaque oscillateur considéré.

Abréviations : ROR, Retinoic acid-related Orphan
Receptor; NSC, Noyaux Suprachiasmatiques; Per,
Period; Tim, Timeless; Bmall, Brain and Muscle
Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-Like
protein 1; Cry, Cryptochromes; Pdpl, PAR Domain
Protein 1; RORE, Retinoic acid-related Orphan Re-
ceptor Element; SMRT, Silencing Mediator of Reti-

noic acid and Thyroid Hormone receptor; GFP,
Green Fluorescent Protein.
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Des horloges du matin et du soir
dans le cerveau de la drosophile

UPR 2216 Neurobiologie

e nombreux animaux montrent une distribu-

tion bimodale de Il'activité locomotrice en

conditions naturelles jour-nuit. L’adaptation
de ce profil aux variations saisonniéres de la photo-
période suggére que la lumiére provoque une
avance du pic du matin et un retard du pic du soir,
donc que deux oscillateurs différents contrélent I'ac-
tivité de Il'animal (Pittendrigh and Daan, 1976).
Cette hypothése a trouvé un argument de poids
dans le phénomeéne de « splitting » observé chez
différents rongeurs, en particulier lorsqu’ils sont pla-
cés en conditions de lumiére constante (LL). Cer-
tains animaux montrent alors une séparation du
rythme d‘activité en deux composants, un a période
courte et un a période longue. Pittendrigh et Daan
ont proposé que le composant a période courte soit
geénéré par un oscillateur matinal et que celui a pé-
riode longue soit généré par un oscillateur vespéral.

Francois ROUYER

CNRS, Institut de Neurobiologie Alfred Fessard,
Génétique et Intégrative, 91198 Gif-sur-Yvette Cedex
Francois.Rouyer@iaf.cnrs-gif.fr

insecte diurne fort apprécié des généticiens, ne fail-
lit pas a la régle de 'activité bimodale. Les mouches
sont principalement actives a 'aube et au crépus-
cule, moments ou les conditions de température et
d’humidité sont optimales pour leur physiologie. Les
pics d’activité du matin et du soir sont controélés par
une horloge interne dont la présence est attestée
par la capacité des mouches sauvages a anticiper
les ftransitions jour-nuit (Helfrich-Forster, 2000).
Dans les conditions de laboratoire jour-nuit 12h-12h
(LD), le démarrage de lactivité précéde de quel-
ques heures I'allumage ou I'extinction de la lumiére.
Les mutants de I'horloge qui sont arythmiques en
condition d’obscurité constante (DD) perdent les
anticipations du matin et du soir en LD. L’horloge
qui gouverne le rythme d’activité locomotrice de la
mouche est située dans le cerveau, ou les quantités

Activité
locomotrice

Cerveau

Rétine

o

Nuit Jour Nuit

Comme de nombreux animaux, les mouches sont actives le matin et le soir. Des expé-
riences d'expression ciblée d'un géne de I'horloge circadienne montrent que le cerveau
possede deux oscillateurs neuronaux distincts, qui contrélent I'activité du matin pour l'un

et I'activité du soir pour l'autre.

Deux études viennent de définir les bases neurona-
les de ces oscillateurs du matin et du soir chez la
drosophile (Grima et al., 2004; Stoleru et al., 2004).

La mouche du vinaigre Drosophila melanogaster,

des produits des génes period (per) et timeless (tim)
oscillent dans une centaine de neurones par hémis-
phere cérébral (soit environ 100 fois moins qu’un

(Suite page 77)
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noyau suprachiasmatique (SCN)) répartis en plu-
sieurs groupes dorsaux et latéraux (Hall, 2003; Hel-
frich-Forster, 2003). Dans le cerveau adulte, un
sous-groupe ventral de neurones latéraux (LNv),
composé de quatre petites cellules (s-LNv) et qua-
tre a cinq grosses (I-LNv), exprime le neuropeptide
PDF (pigment-dispersing factor). L’absence de PDF
induit une arrythmicité importante en conditions
d’'obscurité constante (Renn et al., 1999), et des
travaux récents suggerent qu’il jouerait un réle de
synchronisateur entre les différents groupes de neu-
rones d’horloge (Lin et al., 2004; Peng et al., 2003).

Qu’en est-il du role des différents neurones d’hor-
loge ? La compréhension de I'architecture cellulaire
de I'horloge cérébrale a tiré profit des techniques de
génétique moléculaire disponibles chez la mouche,
permettant en particulier de cibler I'expression de
génes dans certains tissus ou groupes de cellules.
Le systeme Gal4/UAS repose sur un premier trans-
géne codant pour le facteur de transcription de le-
vure Gal4 dont I'expression peut étre controlée par
des séquences régulatrices choisies de fagon adé-
quate et un second transgéne codant pour une pro-
téine d’intérét (X) et placé sous contréle de séquen-
ces UAS de réponse a Gal4. Les mouches transgé-
niques porteuses d’un transgeéne Gal4 d’'une part et
d'un transgene UAS-géneX d’autre part, exprime-
ront donc la protéine d’intérét la ou les séquences
régulatrices choisies le commanderont, par exemple
dans les neurones a PDF si on utilise un transgéne
Gal4 sous controle des séquences de régulation du
gene pdf.

Ainsi, l'expression de genes d’apoptose sous
controle de transgénes Gal4 spécifiquement expri-
més dans les neurones a PDF provoque une abla-
tion génétique de ces neurones, et induit des dé-
fauts similaires a ceux observés chez les mutants
pdf ° (Blanchardon et al., 2001; Renn et al., 1999).
De méme la surexpression du géne per dans ces
neurones abolit les oscillations de la protéine PER
et induit une perte compléte de la rythmicité en DD
(Blanchardon et al., 2001). Les neurones latéraux
ventraux a PDF étaient donc de bons candidats
pour étre le siege de l'oscillateur principal contrélant
les rythmes veille-sommeil. Afin de tester leur capa-
cité autonome a générer des rythmes circadiens,
I'expression de per a été ciblée dans les LNv dans
un contexte génétique per’, dépourvu de protéine
PER endogéne. Dans cette situation, I'expression
du géne per dépend du systeme pdf-Gal4/UAS-per
et n’est donc plus soumise a la boucle de régulation
qui agit sur le promoteur du géne endogéne. Néan-
moins, il avait été montré que des oscillations de
protéine sont observées dans I'ceil lorsque per est y
exprimé de fagon constitutive (Cheng and Hardin,
1998), et qu’une rythmicité comportementale pou-
vait étre restaurée par une expression pan-

neuronale du gene (Yang and Sehgal, 2001). L'ex-
pression constitutive de per dans les neurones a
PDF génére des oscillations de protéine et un
rythme d’activité en DD avec une période de 24h
(Grima et al., 2004). Les LNv a PDF (une dizaine de
cellules par hémisphére) constituent donc une hor-
loge circadienne autonome. Quid des oscillateurs
du matin et du soir ?

Lorsque les mouches n’exprimant PER que dans
les LNv sont entrainées en LD 12-12, leur activité
anticipe la transition nuit-jour mais n’anticipe pas la
transition jour-nuit (Grima et al., 2004). A linverse,
les mutants pdf ° semblent perdre I'anticipation ma-
tinale mais gardent le pic du soir, bien que celui-ci
soit avancé par rapport aux mouches sauvages.
Stoleru et al. (2004) obtiennent également la perte
du pic du matin en provoquant I'ablation spécifique
des LNv par expression du géne d’apoptose hid
sous contréle d’'un transgene pdf-Gal4. Il apparait
donc que les LNv a PDF sont responsables de
l'activité matinale. Quels neurones pourraient porter
l'oscillateur vespéral prédit par Pittendrigh et
Daan ? Grima et al. (2004) ont utilisé un autre trans-
géne Gal4 qui induit I'expression de la protéine PER
dans les LNv a PDF et dans environ la moitié des
six LNd, le groupe de neurones latéraux situés de
fagon plus dorsale et qui n’expriment pas le PDF.
Les mouches per’ exprimant PER sous controle de
ce transgéne (Mai179) montrent un pic du matin et
un pic du soir. L’addition de ce deuxiéme groupe de
neurones exprimant PER rajoute donc une compo-
sante vespérale a I'activité des mouches. Utilisant la
technique d’ablation ciblée, Stoleru et al. (2004)
montrent que la perte de la plupart des neurones
d’horloge (plus exactement ceux qui expriment le
géne cry codant pour le photorécepteur cryptochro-
me), a I'exception des LNv a PDF, abolit spécifique-
ment l'activité du soir. Cette ablation sélective est
réalisée par I'expression de hid sous le contrdle
d'un transgéne cry-Gal4, couplée a linhibition du
Gal4 par son inhibiteur Gal80 dans les seuls neuro-
nes a PDF (obtenue par expression d’un transgéne
pdf-Gal80). Les résultats de ces deux études mon-
trent la présence de deux oscillateurs dans le cer-
veau de la mouche, I'un porté par les LNv a PDF
qui controle I'activité du matin (M), I'autre porté par
les LNd PDF-négatifs qui contréle I'activité du soir
(E) (Schwartz, 2004).

La capacité des seules mouches exprimant PER
dans les LNv a générer des rythmes persistant en
DD, suggére que seul l'oscillateur du matin est une
véritable horloge circadienne. L’oscillateur du soir
porté par les LNd semble ne fonctionner qu’en LD,
mais participe pourtant a la construction du mes-
sage circadien en DD en présence des LNv. En
effet, les mouches n’ayant que l'oscillateur du ma-
tin, ont en DD une phase largement avancée, tandis

(Suite page 78)
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que les mouches exprimant PER dans les deux os-
cillateurs montrent une phase proche de celle des
sauvages. Enfin, le géne per est exprimé dans trois
groupes de neurones dorsaux dont on ignore la
fonction, a I'exception de leur participation a la pho-
toréception circadienne par l'intermédiaire du cryp-
tochrome (Klarsfeld et al., 2004; Veleri et al., 2003).

Une approche intéressante pour comprendre le réle
des différents groupes neuronaux réside dans I'é-
tude des phénoménes de « splitting », également
décrit chez les insectes dont la drosophile (Helfrich-
Forster, 2004). Une étude récente montre que les
mutants cryb (dépourvus de cryptochrome), qui sont
rythmiques en LL contrairement aux mouches sau-
vages (Emery et al., 2000), sont particulierement
prompts a séparer leur activit¢ en deux compo-
sants, 'un a période courte et l'autre a période lon-
gue (Yoshii et al.,, 2004). On rappellera ici que
contrairement aux mammiféres, les mouches sans
cryptochrome sont parfaitement rythmiques en DD
mais ne répondent presque plus a de bréves impul-
sions lumineuses (Emery et al., 1998; Stanewsky et
al., 1998). Le cryptochrome joue donc dans
I'horloge cérébrale de la mouche un réle de photo-
récepteur et non de protéine d’horloge. L’analyse
des oscillations de PER dans les neurones
d’horloge des mouches cryb montrant du
« splitting » en LL, suggére que les LNv et certains
neurones dorsaux (DN) oscillent avec une période
courte, tandis que d’autres DN oscillent avec une
période longue (Yoshii et al., 2004). La désynchro-
nisation des groupes neuronaux par le LL suggére
donc que les LNv portent un oscillateur accéléré par
la lumiére, en accord avec son caractére matinal
selon le modéle de Pittendrigh et Daan. lls suggé-
rent de plus la participation des DN aux oscillateurs
du matin et du soir.

Chez les rongeurs, le phénomene de « splitting » en
LL a été associé a une désynchronisation des deux
noyaux suprachiasmatiques, visualisée par I'expres-
sion antiphasique de plusieurs génes d’horloge en-
tre les SCN gauche et droit (de la Iglesia et al.,
2000; Ohta et al., 2005). Une étude récente sug-
gére l'existence, dans les régions dorso-médianes
et ventro-latérales du SCN, d’oscillateurs différents
qui peuvent étre découplés par un protocole de dé-
synchronisation forcée (de la Iglesia et al., 2004).
Enfin, des oscillations de I'activité électrophysiologi-
que du SCN comportant une composante du matin
et une composante du soir ont été enregistrées in
vitro (Jagota et al., 2000). Ces données restent pour
l'instant éparses et leur interprétation en termes
neuronaux est confrontée a la complexité de I'orga-
nisation des SCN, composés de plusieurs régions
dont la fonction dans la génération du rythme et sa
synchronisation sont encore mal connues (voir E.
Challet 2004, (Rythmes 35-5) 2005 (Rythmes 36-1),

et Antle and Silver, 2005 pour revue).

Chez la drosophile et ses 200 neurones d’horloge,
les interactions fonctionnelles entre les oscillateurs
des differents groupes LNv, LNd et DN restent a
définir. Mais des outils sont maintenant disponibles
pour s’attaquer d’'une part aux systémes de neuro-
transmission utilisés par les neurones qui ne sécre-
tent pas de PDF, d’autre part aux mécanismes de
synchronisation du réseau, par le cryptochrome et
les rhodopsines du systéme visuel (Helfrich-Férster
et al., 2001; Rieger et al., 2003). L’entrainement des
horloges par les cycles jour-nuit, leur réponse aux
décalages horaires ainsi qu’aux changements sai-
sonniers de la photopériode concernent évidem-
ment de nombreux aspects de la vie des drosophi-
les comme des autres étres vivants.
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