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Résumé — La plupart des étres vivants posséde une horloge circadienne (période
de 24 h) qui leur permet de s’adapter aux conditions environnementales dictées par la
rotation de la terre. Son étude chez la drosophile a permis de découvrir les premiers
génes d’horloge, period pour le premier d’entre eux puis timeless. Depuis, les méthodes
génétiques utilisées chez cet insecte ont permis d’établir un modéle moléculaire qui
repose sur des boucles de régulation transcriptionnelle négatives qui générent des oscil-
lations d’ARNm des géenes d’horloge. Un délai entre ’accumulation des ARNm et celle
des protéines assure le fonctionnement de la boucle de rétroaction. Ce délai est da a
des modifications post-traductionnelles telles que phosphorylations, ubiquitinations qui
controlent la durée de vie des protéines et déterminent la période de leurs oscillations.
Cette horloge est présente aussi bien dans le cerveau que dans de nombreux autres or-
ganes ou elle se comporte de fagon autonome. Sa synchronisation par la lumiére repose
sur la protéine photoréceptrice cryptochrome, présente dans toutes les cellules d’hor-
loge. De plus, les cellules d’horloge du cerveau sont également synchronisées par les
photorécepteurs de I’eeil. L’horloge qui gouverne le rythme veille-sommeil est contrélée
par plusieurs groupes de neurones du cerveau. Chaque groupe a une fonction distincte
dans la génération du rythme comportemental, fonction largement modulée par les
conditions extérieures.

Mots clés : Horloge circadienne / rythme veille-sommeil / boucle de régulation transcriptionnelle /
modifications post-traductionnelles / neurones d’horloge

Abstract — Clock and molecular genetics in Drosophila.

Most living organisms possess a circadian clock (24 h period) which allows them to
adapt to environmental conditions. Numerous studies in Drosophila allowed to discover
various key clock genes, such as period and timeless. The powerful tools of drosophila
genetics have shown that the molecular clock relies on negative feedback loops that gen-
erate oscillations of the clock genes mRNA. A delay between the accumulation of mR-
NAs and proteins is required for the feedback loop. It is generated by post-translational
modifications as phosphorylations and ubiquitinations, which control protein stability
and determine the period of their oscillations. Clock cells are present in brain as well
as in multiple peripheric tissues where they run autonomously. The synchronisation
of clock cells by light relies on cryptochrome in both brain and peripheral tissues. In
the brain, synchronisation also involves the eye photoreceptors. The clock that drives
sleep-wake rhythms is controlled by different groups of neurons in the brain. Each
group has a distinct function in the generation of the behavioral rhythm and this
function is modulated by environmental conditions.
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Introduction

Les outils génétiques développés depuis le début
du XX¢ siecle chez linsecte Drosophila melanogas-
ter en ont fait un modele phare de la chronobiologie
moléculaire et cellulaire.

La drosophile a été largement utilisée comme orga-
nisme modele en génétique. En effet le cycle biologique
ne dure que dix jours et permet d’obtenir environ 200
descendants par couple.

Son génome est entierement séquencé depuis
2000. Il comporte environ 15000 genes répartis sur
4 chromosomes dont plus de la moitié présentent
des similitudes avec les genes de mammiferes dont
I’Homme. Des mutants sont disponibles pour une
grande partie d’entre eux et de nombreuses techniques
permettent de modifier aisément le génome, en parti-
culier pour cibler ’expression ou ’extinction de genes
dans des cellules particulieres.

La drosophile a ainsi apporté de nombreux rensei-
gnements dans I’étude des rythmes circadiens. Dans
les années 1960, I'idée d’un controle des rythmes cir-
cadiens par une horloge interne a été définitivement
acceptée, en particulier grace aux travaux de Co-
lin Pittendrigh, aux Etats—Unis, sur l’éclosion des
mouches drosophiles (Pittendrigh, 1993). Les ca-
ractéristiques majeures des horloges circadiennes
étaient définies : période d’environ 24 h persistant
en conditions environnementales constantes, période
invariable quelle que soit la température extérieure,
synchronisation de la phase de I’horloge sur les
cycles jour/nuit via la perception des changements
de lumiere et de température associés (Dunlap et al.,
2004 ; Klarsfeld, 2009). Restaient & mettre en évidence
les composants cellulaires et moléculaires impliqués.

Identification des geénes du rythme
chez la drosophile

Le développement de la drosophile inclut différents
stades larvaires suivis d’une métamorphose, et les
jeunes adultes émergent une dizaine de jours apres
la ponte des ceufs. Les émergences ont lieu au début
de la journée en conditions jour/nuit artificielles (12 h
de lumiere/12 h obscurité), et ce rythme quotidien
persiste en obscurité constante, ce qui en démontre
le caractere circadien. Les premiers mutants isolés
présentaient un rythme d’éclosion a période courte
(toutes les 20 h environ), a période longue (toutes
les 28 h environ) ou une absence complete de rythme
(Konopka & Benzer, 1971). Lorsque des mouches
adultes sauvages sont placées en obscurité constante,
elles présentent une alternance activité/repos ca-
ractérisée par un pic d’activité qui revient toutes
les 24 h. Les mutations qui altéraient le rythme

d’éclosion modifiaient de la méme fagon ce rythme
activité/repos, indiquant qu'un méme oscillateur cir-
cadien controle les deux rythmes. Ces mutations af-
fectent le gene period (per). L’étude de la régulation
de V’expression de ce dernier a montré qu’aussi bien
les ARNm que les protéines PER oscillaient avec
une période de 24 h (figure 1). Ces oscillations sont
générées par un mécanisme retrouvé dans la plupart
des oscillateurs circadiens, chez les mammiferes no-
tamment : le controle négatif exercé par la protéine
PER sur la transcription de son propre gene (Hardin
et al., 1990 ; Hogenesch & Ueda, 2011). La génétique
a permis d’isoler des composants impliqués dans ces
régulations. Le modele actuel de l'oscillateur circadien
repose sur une double boucle de régulation transcrip-
tionnelle, dont le déroulement temporel dépend de la
régulation fine de la durée de vie et de I'activité des
protéines qu’elles mettent en jeu (Allada & Chung,
2010; Weber et al., 2011) (figure 1). Un complexe,
constitué des facteurs de transcription CLOCK (CLK)
et CYCLE (CYC), active I'expression des geénes per et
timeless (tim) en fin de journée. Les protéines PER
et TIM s’accumulent dans le cytoplasme de la cel-
lule et forment des complexes au cours de la nuit,
puis elles sont transférées dans le noyau, ou a lieu
la transcription. En fin de nuit, PER et TIM s’asso-
cient avec le complexe CLK/CYC pour en inhiber la
fonction transcriptionnelle, donc I'activation des genes
per et tim. Le matin, les protéines PER et TIM sont
dégradées, ce qui permet a CLK et CYC de démarrer
un nouveau cycle de transcription.

Controles post-traductionnels

L’oscillation de ’expression des genes per et tim n’est
possible que si les étapes d’activation et de répression
transcriptionnelles sont temporellement séparées, en
I’occurrence, activation en fin de journée et répression
en fin de nuit. Cette séparation est générée par un
retard de I'accumulation nocturne des protéines PER
et TIM, qui n’apparaissent que plusieurs heures apres
le pic de transcrit, ce qui suggere que des modifica-
tions post-traductionnelles controlent les niveaux de
protéines. En outre, les oscillations de la protéine
PER sont observées méme chez des mutants chez les-
quels les ARN n’oscillent pas (Blanchardon et al.,
2001; Yang & Sehgal, 2001). Apres quarante années
de recherches, une quinzaine de genes dont 'altération
modifie le fonctionnement de 1’horloge ont été isolés
chez la drosophile. Les protéines PER et TIM sont
soumises a des phosphorylations qui les rendent in-
stables. Ces phosphorylations sont controlées par un
équilibre entre kinases, qui ajoutent les phosphates,
et phosphatases, qui les enlevent. Les protéines phos-
phorylées sont reconnues par d’autres enzymes qui
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Fig. 1. A. Oscillations des ARN per et protéine PER : 'ARN est minimum quand la protéine est maximum. Les phases
des oscillations sont décalées de 6 h. B. Oscillations des protéines PER : Western blots d’extraits de protéines de tétes
révélés avec un anticorps anti-PER en condition jour/nuit (LD) et obscurité constante (DD). Les quantités et le niveau

de phosphorylation de PER oscillent.

ajoutent des chaines d’ubiquitine, une petite molécule
dont la présence sur PER et TIM constitue un signal
de reconnaissance par une machinerie de dégradation
des protéines, le protéasome. La compétition entre
synthese et dégradation définit la vitesse d’accumula-
tion nocturne de PER et TIM. Par ailleurs, certaines
phosphorylations controlent ’entrée de PER et TIM
dans le noyau de la cellule, puis leur capacité a inhiber
lactivité transcriptionnelle du complexe CLK/CYC.
Enfin, la fin du cycle est définie par la dégradation
complete des protéines PER et TIM hautement phos-
phorylées par la voie ubiquitine-protéasome (figure 2).

Synchronisation de I'horloge par la lumiére

Bien qu’il ait une période intrinseque d’environ 24 h,
Poscillateur circadien n’est pas aussi stable qu’un
métronome, et doit donc se synchroniser sur les
cycles jour/nuit imposés par la rotation de la terre.
En laboratoire, si on soumet des drosophiles a un
changement de phase du cycle jour/nuit, comme ce-
lui que l'on subit lorsqu’on fait un voyage transat-
lantique, les mouches se synchronisent en l’espace
d’une journée sur la nouvelle phase (Dubruille &

Emery, 2008). Cette efficacité enviable repose sur 'uti-
lisation conjointe du systeme visuel et d’une molécule
photoréceptrice présente dans la plupart des cellules
de l'organisme. Contrairement aux mammiferes, chez
lesquels la perte de la connexion entre I'ceil et le cer-
veau rend ’horloge aveugle, des drosophiles mutantes,
qui ne développent pas d’yeux, synchronisent toujours
leur cycle veille/sommeil avec les cycles jour/nuit.
L’isolement d’'un géne codant pour la protéine cryp-
tochrome (CRY), un photo-récepteur a la lumiere
bleue également utilisé par les plantes, a permis de
comprendre pourquoi (Stanewsky et al., 1998). Les
mouches mutantes dépourvues & la fois du systeme
visuel et du cryptochrome s’averent incapables de se
synchroniser sur les cycles jour/nuit. Les roles respec-
tifs de la protéine CRY et du systeme visuel ne sont
pas tres clairs, mais on a observé que les mouches
dépourvues de I'un ou de l'autre mettent plusieurs
jours & recaler leur rythme veille/sommeil. La fagon
dont le systeme visuel recale 'oscillateur moléculaire
n’est pas connue. En revanche, le mécanisme faisant
appel au cryptochrome a été en partie élucidé. La cu-
ticule qui constitue I'exosquelette de la drosophile est
translucide, ce qui permet a la lumiere d’atteindre
les cellules des différents organes. Dans les cellules,
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Fig. 2. Oscillateur moléculaire :

une boucle de régulation transcriptionnelle couplée au controle de la stabilité des

protéines PER et TIM génere des oscillations moléculaires d’une période de 24 h. Le soir, les facteurs de transcription
CLK et CYC induisent I'expression des geénes per et tim. Au cours de la nuit, les protéines PER et TIM s’accumulent et
subissent des modifications post-traductionnelles qui contrélent leur stabilité et leur activité. En fin de nuit, elles entrent

dans le noyau pour réprimer leur gene.

la capture d’un photon par la protéine CRY induit
la formation d’un complexe avec la protéine TIM. Ce
complexe éphémere recrute plusieurs enzymes qui pro-
voquent la phosphorylation puis I'ubiquitination de
TIM, induisant sa dégradation par le protéasome. La
disparition brutale de TIM sous 'action de la lumiere
modifie I’état de 'oscillateur moléculaire, dont la vi-
tesse de reconstitution du réservoir de protéine TIM
déterminerait le sens du changement de phase, avance
ou retard.

L’expression des genes d’horloge dans 'organisme
révele que la quasi-totalité des cellules possedent une
horloge circadienne. Si le role de certains neurones
dans le controle des rythmes veille/sommeil est établi,
la fonction des horloges dans les tissus non cérébraux
reste largement inconnue. Une horloge a été mise en
évidence dans l'antenne de la drosophile, qui abrite
de nombreux récepteurs olfactifs. Il a été montré que
cette horloge gouverne un rythme de sensibilité olfac-
tive : les drosophiles sont plus sensibles a certaines
odeurs a certains moments de la journée. En outre,
cette horloge semble intervenir dans le controéle circa-
dien des interactions sociales entre les individus. Il est
vraisemblable que de nombreuses fonctions physiolo-
giques sont controlées par des horloges présentes dans
les différents organes, comme cela a été montré chez
les mammiferes (détoxification dans le foie, production

d’urine dans le rein. .. ). Ces horloges non cérébrales,
encore appelées périphériques, sont, chez la drosophile,
capables de percevoir la lumiere via le photorécepteur
CRY. Chez les mammiferes, la connexion oeil-cerveau
assure la synchronisation des noyaux suprachiasma-
tiques, qui jouent le role de chef d’orchestre en syn-
chronisant 1’ensemble des oscillateurs périphériques.
Le role photorécepteur de CRY chez la drosophile
confere aux horloges périphériques la capacité a perce-
voir la lumiere indépendamment du cerveau. Ainsi est-
il possible de synchroniser les oscillateurs circadiens
des cellules de pattes, d’ceil ou d’antenne en exposant
les organes en culture & des cycles jour/nuit. Les in-
sectes ont donc adopté une organisation circadienne
décentralisée, o1 la lumiere synchronise les oscillateurs
circadiens des différents organes via le photorécepteur
CRY, sans intervention du cerveau.

Relation drosophile-mammifeéres

Les genes gouvernant les rythmes circadiens de la dro-
sophile sont tres conservés et ont permis d’isoler de
nombreux genes d’horloge chez les mammiferes. Chez
ces derniers, des protéines homologues a PER, CLK
et CYC composent une boucle de régulation transcrip-
tionnelle, et leurs modifications post-traductionnelles
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Fig. 3. L’horloge cérébrale de la drosophile contient au moins deux oscillateurs (neurones dorso-latéraux et neurones
ventro-latéraux) aux fonctions distinctes en conditions jour/nuit.

semblent assurées en grande partie par les mémes
enzymes de phosphorylation et d’ubiquitination que
chez la mouche. Une surprise est apparue lorsque des
souris dépourvues de cryptochrome ont été générées.
Contrairement aux mutants de drosophile, les souris
cry” mne présentent pas de défaut de synchronisa-
tion de leur horloge, puisqu’elles perdent tout sim-
plement leur rythme veille/sommeil. Chez les mam-
miferes, CRY semble avoir un role proche de celui
de la protéine TIM de drosophile et s’associe a PER.
L’analyse des genes cry chez différents insectes indique
que certains d’entre eux, telle ’abeille, possedent un
géne cry proche du gene de mammifere mais pas
de geéne tim, tandis que d’autres (moustique, ver a
soie) possedent a la fois un geéne cry de type dro-
sophile et un gene cry de type mammifere. Cette
deuxieme catégorie d’insectes pourrait donc refléter
une situation ancestrale ayant évolué différemment
chez la mouche et chez les mammiferes (Yuan et al.,
2007).

Dans le cerveau, différents groupes
de neurones du matin et du soir

De nombreux animaux ont des cycles d’activité/repos
montrant une distribution journaliere bimodale, avec
un pic d’activité le matin et un autre le soir. Les
drosophiles maintenues en laboratoire en conditions
jour/nuit (12 h/12 h) émergent de leur sommeil noc-
turne ou de leur sieste quelques heures avant 1’allu-
mage ou l'extinction de la lumiere. C’est donc la ca-
pacité d’anticipation a ’éclairement qui caractérise la
rythmicité des mouches. L’horloge qui gouverne ce

rythme veille/sommeil repose sur environ 150 neu-
rones — le cerveau d’une mouche en contiendrait
environ 100000 — répartis de facon symétrique en
plusieurs groupes dorsaux et latéraux dans le cerveau
(Dubruille & Emery, 2008). Un groupe de huit neu-
rones ventro-latéraux exprime le neuropeptide PDF
(Pigment Dispersing Factor), dont I’absence provoque
la perte du rythme en obscurité constante, suggérant
qu’il est un neurotransmetteur de I’horloge cérébrale.
Lorsque les mouches mutantes pour le PDF sont
placées en conditions jour/nuit, elles perdent leur ac-
tivité du matin mais gardent une activité du soir. Ces
données suggerent que des groupes de neurones dis-
tincts controleraient différentes parties du comporte-
ment rythmique de ’animal. Une hypothese qui a pu
étre testée directement, grace a la relative facilité, chez
la drosophile, a cibler ’expression de genes dans un
groupe de cellules particulier. Des mouches mutantes
pour le géne per ne montrent ni activité matinale ni
activité vespérale. L’expression dirigée d’un transgene
per dans les neurones a PDF de ces mémes mutants
restaure I'activité du matin, mais pas celle du soir. En
revanche, lorsque l'expression du transgene est ciblée
dans un autre groupe, composé de quatre neurones
dorso-latéraux, les mouches montrent une activité du
soir mais pas d’activité du matin. L’horloge cérébrale
de la mouche contient donc au moins deux oscilla-
teurs aux fonctions distinctes dans la régulation du
cycle veille/sommeil en conditions jour/nuit (Grima
et al., 2004 ; Stoleru et al., 2004) (figure 3). De plus,
ces oscillateurs neuronaux réagissent différemment a
la lumiere, loscillateur du matin étant inhibé par
celle-ci, tandis que l'oscillateur du soir en a besoin
pour générer de 'activité. La présence de plusieurs
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oscillateurs permettrait de mieux adapter le compor-
tement de l'animal aux variations saisonnieres de la
durée du jour (photopériode). En effet, la contribution
de l'oscillateur du matin semble primer en conditions
hivernales (jours courts), tandis que la contribution
de Toscillateur du soir domine en conditions estivales
(jours longs) (Stoleru et al., 2007).

Tout comme de nombreux aspects du fonctionne-
ment de l'oscillateur moléculaire, ’architecture neuro-
nale du systeme circadien reste encore mal comprise.
La distribution des différentes entrées sensorielles
(lumiere, température) vers les multiples oscillateurs
cérébraux, de méme que la facon dont ces oscillateurs
controlent les centres moteurs de 'insecte restent lar-
gement inconnues. Néanmoins, les outils génétiques
et moléculaires de plus en plus performants et les
avancées récentes des techniques d’imagerie cérébrale
laissent entrevoir des perspectives prometteuses pour
le décryptage moléculaire des horloges circadiennes.
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