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Résumé — L’horloge circadienne des mammiféres, dont la composante centrale est lo-
calisée dans le noyau suprachiasmatique de I’hypothalamus (NSC), préside a la ryth-
micité et a lorganisation temporelle des fonctions métaboliques, physiologiques et
comportementales. L’adaptation de ’organisme a son environnement implique sa re-
mise a I’heure constante sur le cycle solaire de 24 h, ce qui est assuré principale-
ment par le mécanisme de la synchronisation photique. Celui-ci agit sur le mécanisme
moléculaire a la base des oscillations circadiennes tout en ajustant les relations de
phase mutuelles entre les multiples oscillateurs cellulaires qui composent le NSC et
dont le fonctionnement cohérent détermine I’élaboration du message rythmique qui
sera distribué a tout ’organisme. Ces ajustements s’accompagnent de la mise en jeu
de mécanismes de plasticité structurale permettant des remaniements de ’architec-
ture du réseau neurono-glial du NSC. Les deux populations neuronales & ’origine
des principales efférences du NSC, les neurones & VIP (peptide intestinal vasoac-
tif) qui constituent des cibles majeures d’intégration des messages photiques et les
neurones & AVP (arginine-vasopressine) impliqués dans le transfert des informations
rythmiques vers les structures effectrices, contribuent a4 ces mécanismes. Elles sont
ainsi soumises, au cours du cycle jour/nuit, & des modifications de I’étendue de leurs
surfaces d’apposition a des prolongements astrocytaires, des terminaisons axonales
et/ou des éléments somato-dendritiques. Cette plasticité neurono-gliale de 1’horloge
centrale est dépendante de la lumiere puisque ’expression rythmique de la protéine
acide gliofibrillaire (GFAP), marqueur astrocytaire dont l’utilisation en tant qu’in-
dex dynamique de plasticité structurale au sein du NSC a été validée, disparait en
conditions d’obscurité constante. Les glucocorticoides circulants, que 1’on sait étre
d’importantes sorties endocrines de 1’horloge et des messages de synchronisation pour
I’ensemble de ’organisme, régulent ’amplitude du pic d’expression de la GFAP et exer-
ceraient ainsi une action modulatrice sur la plasticité astrocytaire du NSC, et donc
sur les remaniements nycthéméraux de la configuration de son réseau neurono-glial. La
conception selon laquelle cette plasticité est associée a la synchronisation photique de
I’horloge est appuyée par d’autres données montrant que les fluctuations journalieres
des glucocorticoides circulants renforcent la résistance de I’horloge aux variations de
la photopériode et sont donc effectivement impliquées dans la modulation des effets
de la lumiére. Il est ainsi proposé que l’intégration par I’horloge des fluctuations de
P’environnement serait liée aux capacités singuliéres de plasticité structurale du NSC.

Mots clés : Horloge circadienne / noyau suprachiasmatique / plasticité / astrocytes /
glucocorticoides
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Abstract — Mechanisms of structural plasticity associated with photic synchronization
of the circadian clock within the suprachiasmatic nucleus.

The mammalian circadian clock, whose central component is located in the suprachias-
matic nucleus of the hypothalamus (SCN), orchestrates rhythmic events in metabolism,
physiology and behavior. Adaptation of the organism to its environment requires pre-
cise adjustment of the clock to the 24 h astronomical time, primarily by the light/dark
cycle. Photic synchronization acts on both the molecular loops which trigger circadian
oscillations and the phasing of the multiple SCIN cellular oscillators whose coordination
permits elaboration of the rhythmic message that will be distributed throughout the
organism. It is concomitant with structural plastic events characterized by day/night
rearrangements of the SCIN neuronal-glial network. The two main sources of SCN effer-
ents, namely the VIP (vasoactive intestinal peptide)-synthesizing neurons which are
major integrators of photic signals and the AVP (arginine-vasopressin)-synthesizing
neurons which are known to importantly contribute to conveying rhythmic messages
to brain targets, are involved in these mechanisms. Over the light/dark cycle, they
indeed undergo ultrastructural changes in the extent of their membrane coverage by
glial, axon terminal and/or somato-dendritic elements. These structural rearrange-
ments appear to be dependent on light entrainment, as the rhythmic expression in
SCN of glial fibrillary acidic protein (GFAP), a marker for brain astrocytes whose
changing expression has proved to be a reliable index of neuronal-glial plasticity, is
disrupted under constant darkness. Glucocorticoid hormones, which are known as im-
portant endocrine outputs of the clock, are required to maintain amplitude of the
SCN GFAP rhythm to normal values, indicating that they modulate astrocytic plas-
ticity within the SCN and, therefore, nycthemeral changes of the configuration of its
neuronal-glial network. The view that such plastic events may subserve synchroniza-
tion of the clock to the light-dark cycle is reinforced by other data showing that the
daily fluctuations of circulating glucocorticoids actually are involved in modulation of
light effects, contributing to the resistance of the circadian timing system to variations
of the photoperiod. It is thus proposed that the capacity of the clock to integrate
cyclic variations of the environment rely on the inherent capacity of the SCN to un-
dergo neuronal-glial plasticity.
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Introduction

La rythmicité des fonctions biologiques, essentielle &
Iorganisation temporelle des activités physiologiques
et comportementales, est d’autant plus fondamentale
dans les processus adaptatifs qu’elle offre a I’organisme
la possibilité non seulement de répondre aux exi-
gences métaboliques, journalieres et saisonnieres, mais
aussi d’anticiper les changements de ’environnement
en intégrant le temps solaire (Albrecht, 2006). Cela
suppose que le mécanisme endogéne qui regle le fonc-
tionnement de I’horloge circadienne sur une période
proche de 24 heures soit ajusté en permanence sur
le cycle jour/nuit (synchronisation photique), tout en
intégrant d’autres variables de lenvironnement (syn-
chronisation non photique). La composante centrale
de cette horloge est localisée dans le noyau suprachias-
matique (NSC), une petite structure paire de 1’hy-
pothalamus antérieur qui regroupe, a la base du cer-
veau et de part et d’autre du 3° ventricule cérébral,
quelque 20 000 neurones chez les mammiferes. On sait
aujourd’hui que ce noyau, dans lequel sont intégrées

les informations environnementales, préside en fait
a un systeme hautement hiérarchisé, le systeme
circadien, qui inclut de multiples oscillateurs secon-
daires, centraux et périphériques (Hastings et al.,
2003). Ceux-ci regoivent en permanence des signaux
de synchronisation de I'horloge centrale et sont res-
ponsables, au final, de I'expression des fonctions ryth-
miques (Fig. 1).

A la suite des avancées spectaculaires qui ont
montré 'origine intracellulaire de 1’oscillation circa-
dienne en identifiant des génes spécifiques, les genes-
horloge, impliqués dans des boucles d’autorégulation
transcriptionnelle (Ko & Takahashi, 2006), une autre
étape marquante a été la mise en évidence de I'im-
portance de la signalisation intercellulaire au sein
du NSC pour le fonctionnement cohérent de 1'hor-
loge. Il a en effet été montré que chaque oscilla-
teur cellulaire du NSC rythme selon ses propres ca-
ractéristiques, génétiquement déterminées, et que c’est
le maintien de relations de phase déterminées entre
les différents oscillateurs qui le composent qui offre au
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Fig. 1. Organisation hiérarchique du systéme circadien des mammiferes. L’horloge centrale, localisée dans le noyau
suprachiasmatique (NSC), intégre les informations environnementales, au premier rang desquelles le cycle solaire jour-
nalier, et assure le fonctionnement cohérent du réseau des oscillateurs périphériques de I'organisme via des messages de
synchronisation nerveux et humoraux. L’élaboration d’un message rythmique résulte du fonctionnement coordonné des
multiples oscillateurs cellulaires qui composent le NSC et qui maintiennent entre eux des relations de phase déterminées

et constamment réajustées par les signaux photiques.

NSC sa capacité a générer un rythme global d’acti-
vité sur une échelle de 24 heures (Guilding & Piggins,
2007 ; Maywood et al., 2007 ; Nakamura et al., 2001;
Yamaguchi et al., 2003). La synchronisation photique,
a lorigine du caractere strictement « nycthéméral »
de la rythmicité, impliquerait alors l'intégration de
signaux permettant de réajuster en permanence
les périodes respectives des oscillateurs cellulaires
du NSC, si bien que, sous conditions d’alternance
jour/nuit, existerait un équilibre permanent entre
la synchronisation endogene de ces oscillateurs et
leurs déphasages en réponse a la lumiere. Dans ce
schéma, la spécificité fonctionnelle du NSC au re-
gard des autres oscillateurs centraux et périphériques
résiderait donc dans la singularité de ses mécanismes
de communication intercellulaire, plutot que dans une
spécificité des mécanismes intracellulaires mis en jeu
pour I’élaboration de la rythmicité.

Si les mécanismes ioniques et de couplage
électrique jouent un réle important dans la synchro-
nisation intercellulaire du NSC (Long et al., 2005;
Michel & Colwell, 2001), le role fondamental joué par

la communication synaptique au sein d’un réseau as-
sociant neurones et glie a également été mis en exergue
(Shirakawa et al., 2001 ; Yamaguchi et al., 2003). Dans
cette conception, les capacités de I'horloge a intégrer
les fluctuations de l’environnement pourraient étre
liées aux potentialités de plasticité structurale de ce
réseau. C’est I'hypothese que nous développons apres
avoir pu démontrer formellement que le NSC est ef-
fectivement soumis a des réorganisations journaliéres
de son architecture neurono-gliale, dépendante de
Palternance jour/nuit (Becquet et al., 2008). Avant
de décrire ces données et d’en discuter les implica-
tions, nous ferons un point succinct de 'état actuel
des connaissances concernant I’organisation anatomo-
fonctionnelle du NSC.

Organisation et architecture synaptique
du noyau suprachiasmatique
On admet classiquement que le NSC comprend deux

régions distinctes au plan anatomique et fonction-
nel, une subdivision dite « core » spécialisée dans la
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réception et l'intégration des messages photiques et
une subdivision dite « shell », plus spécialisée dans la
transmission des messages circadiens aux structures
effectrices (Antle & Silver, 2005). Ces deux régions
sont reliées anatomiquement au travers d’un réseau
synaptique complexe (Romijn et al., 1997). La sub-
division « core » correspond a la partie ventrolatérale
du noyau qui constitue le principal territoire de pro-
jection des afférences rétiniennes véhiculant I'informa-
tion photique. Ces afférences cheminent jusqu’au NSC
de maniere directe (voie photique primaire) mais aussi
de maniere indirecte, via un relais par les feuillets in-
tergéniculés latéraux du thalamus (IGL, voie photique
secondaire). Les deux voies photiques utilisent respec-
tivement comme neuromédiateurs le glutamate associé
au PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating
Polypeptide) et le neuropeptide Y associé au GABA
(Fig. 2). Elles ont pour cibles synaptiques 1'une des
deux populations peptidergiques majeures du NSC,
composée de neurones synthétisant le VIP (Vasoac-
tive Intestinal Polypeptide), ainsi que des neurones
synthétisant le GRP (Gastrin Releasing Peptide). Les
neurones a VIP co-expriment un autre peptide issu
d’un géne commun, le PHI (Peptide Histidine Iso-
leucine). Pour certains d’entre eux, au moins chez
le rat, le GRP y est également colocalisé et contri-
bue ainsi a définir différentes entités fonctionnelles
au sein de la population a VIP (Guillaumond et al.,
2007; Kawamoto et al., 2003; Romijn et al., 1996).
Ces peptides et leurs ARN messagers ont pour ca-
ractéristique de n’étre exprimés de maniere rythmique
que sous conditions d’alternance jour/nuit (rythmi-
cité nycthémérale), et non en condition d’obscurité
constante (absence de rythmicité circadienne), ce qui
témoigne de leur régulation par la lumiere (Inouye
& Shibata, 1994). La subdivision « shell » du NSC,
peu innervée par les afférences rétiniennes, corres-
pond quant a elle a la partie dorsomédiane du noyau
ou elle est délimitée par une population compacte
de neurones synthétisant de l’arginine-vasopressine
(AVP). Ceux-ci constituent, avec les neurones a VIP,
la deuxieme source majeure d’efférences du NSC.
Contrairement au VIP, TAVP est exprimée dans le
NSC de maniére nycthémérale mais aussi circadienne.

Chez le rat, les phénotypes VIP et AVP
représentent respectivement 37 % et 25 % de
la population neuronale totale du NSC, riche
par ailleurs en astrocytes qui forment un réseau
dense et particulierement bien développé dans la
région des neurones a VIP (Fig. 2). Les terri-
toires de projection du NSC sont essentiellement
intra-hypothalamiques (aire préoptique, zone sous-
paraventriculaire, aire rétrochiasmatique et noyau
dorsomédian notamment). Parmi les principales struc-
tures cibles extra-hypothalamiques, on note en parti-
culier le noyau paraventriculaire thalamique et I'IlGL

par lequel transite la voie photique secondaire (voir
ci-dessus). Les deux types de neurones sont également
a lorigine d’'un important plexus d’innervation in-
trinseque. On sait ainsi que les neurones a AVP sont
des cibles synaptiques majeures pour les neurones a
VIP, les deux populations étant en fait mutuellement
interconnectées comme nous avons pu le démontrer en
microscopie électronique (Jacomy et al., 1999).

Les autres phénotypes neuronaux qui ont été
décrits dans le NSC ont une distribution qui ne permet
pas toujours de les associer a I'une ou 'autre de ces
entités fonctionnelles. Chez le hamster, il existe cepen-
dant un groupe de neurones exprimant la calbindine,
dont la localisation est également restreinte a la région
« core ». 11 en est de méme de neurones a substance
P qui co-expriment majoritairement la calbindine et
de neurones a corticolibérine (CRF). Les principaux
autres peptides qui ont également été mis en évidence
comprennent plus particulierement, chez le rat, la so-
matostatine qui est produite par un groupe de neu-
rones localisés dans une région a l'interface des neu-
rones a VIP et a AVP, la calrétinine qui est exprimée
dans les régions dorsale et latérale du NSC, ainsi que
I’enképhaline et 'angiotensine IT qui sont colocalisées
partiellement ou entierement avec ’AVP (Moore et al.,
2002). Notons par ailleurs que le GABA, qui est le
médiateur le plus largement représenté au sein du NSC
(van den Pol & Tsujimoto, 1985), serait également ex-
primé par la majorité sinon la totalité des neurones du
noyau (Moore & Speh, 1993; Okamura et al., 1989).
La présence d’un groupe intrinseque de neurones a
glutamate susceptibles de donner lieu a une innerva-
tion intrinseque distincte de 'innervation rétinienne a
également été rapportée (Kiss et al., 2007).

Il a été récemment souligné que la superposition
de I’ensemble des données anatomo-fonctionnelles dis-
ponibles sur le NSC des rongeurs, compliquée par
d’importantes variabilités inter-especes (rat, souris,
hamster), témoignerait en fait d’une organisation
beaucoup plus complexe que celle basée sur la simple
distinction entre une région ventrolatérale « core » et
une région dorsomédiane « shell », voire méme entre
trois ou quatre subdivisions (Kalsbeek et al., 2006;
Morin, 2007; Morin et al., 2006). Au plan anato-
mique, on note par exemple que quelques neurones
a AVP sont détectables dans la région « core » et
que les afférences rétiniennes ne se projettent pas
exclusivement dans cette région. L’analyse des ter-
ritoires de projection d'une autre voie afférente ma-
jeure au NSC, composée de fibres & sérotonine (5-
HT) issues majoritairement du noyau raphé médian
et dont on connait le role dans la modulation de I'in-
formation photique (Morin & Allen, 2006), contri-
bue également & cette complexité. De fait, les terri-
toires d’innervation sérotoninergique du NSC ne se
superposent que partiellement a ceux de la projection



Plasticité structurale et synchronisation photique de I’horloge circadienne 53

Raphé

5-HT

Glutamate/PACAP
GABA/NPY

Fig. 2. Organisation anatomique et neurocytochimique du NSC. A — Les neurones & VIP (vert) et a AVP
(rouge) délimitent deux régions fonctionnellement distinctes (marquages en immunofluorescence). Les trois principales
voies d’entrée sur le noyau convergent vers la région ventrale ot prédominent les neurones a VIP. Les afférences
sérotoninergiques (5-HT) se projettent également de maniere notable sur la région dorsale ou prédominent les neu-
rones & AVP. IGL : Feuillets intergéniculés latéraux du thalamus. CO : chiasma optique; 3V : 3° ventricule cérébral. B —
Afférences rétiniennes marquées apres transport antérograde de toxine cholérique et révélation immunohistochimique
du traceur (peroxydase). C — Plexus sérotoninergique marqué a l'aide d’anticorps anti-5-HT (immunoperoxydase). D —
Réseau astrocytaire révélé par immunofluorescence de la GFAP. Barres d’échelle : 100 pm.
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photique. Méme si les terminaisons sérotoninergiques
forment un plexus particulierement dense ventrale-
ment, mais non sélectivement dans les parties ventro-
latérales ol les neurones a VIP constituent leurs cibles
synaptiques privilégiées (Bosler & Beaudet, 1985),
elles innervent également de maniére tres significa-
tive la partie dorsale, réalisant d’autres synapses avec
les neurones & AVP (Jacomy & Bosler, non publié).
Les données ultrastructurales obtenues au laboratoire,
et dont quelques exemples sont présentés sur la fi-
gure 3, ont également apporté un support morpholo-
gique pour une libération non synaptique de la 5-HT
dans le NSC. L’incidence synaptique des terminaisons
sérotoninergiques du noyau a en effet été évaluée a
48 % (Boulaich et al., 1994). Les afférences GABAer-
giques et glutamatergiques, a 'inverse, apparaissent
largement sinon exclusivement synaptiques. De rares
synapses catécholaminergiques, et notammement do-
paminergiques, ont également été identifiées (Jacomy
& Bosler, 1995).

Il reste néanmoins, au vu d’expériences spectacu-
laires réalisées sur tranches organotypiques de NSC
issues de souris transgéniques exprimant le gene rap-
porteur de la luciférase sous controle du promoteur
d’un gene-horloge, le géne perl, qu’au moins deux en-
tités fonctionnelles interagissent au sein du noyau pour
assurer le fonctionnement cohérent de I’horloge. Ainsi,
la synchronisation des cellules de la partie dorsale du
NSC dont dépend 1’élaboration d’un message circa-
dien nécessite des signaux journaliers issus de la par-
tie ventrale (Yamaguchi et al., 2003). Le VIP et le
GRP sont impliqués dans ces mécanismes de commu-
nication intra-NSC depuis la région ventrale (Antle &
Silver, 2005) et, de fait, leur application in vivo ou in
vitro sur tranches organotypiques de NSC induit des
modifications d’activité rythmique similaires a celles
produites sur I'activité locomotrice par un flash lumi-
neux appliqué en période nocturne sur la rythmicité
locomotrice (retard ou avance de phase selon le mo-
ment de lapplication — ¢f. Piggins & Cutler, 2003)
(Piggins et al., 1995; McArthur et al., 2000). Grace
a l'utilisation de souris déficientes en VIP ou chez
lesquelles le récepteur VPAC2 a été inactivé, c’est
le role prépondérant et plus global du VIP dans les
mécanismes de synchronisation intercellulaire, et donc
dans le fonctionnement cohérent du réseau des oscil-
lateurs du NSC méme en l'absence de toute informa-
tion photique, qui a été mis en exergue (Aton et al.,
2005 ; Harmar et al., 2002; Maywood et al., 2006). Le
GABA a également été identifié comme un acteur im-
portant de ces mécanismes, via ses récepteurs GABA 4
(Albus et al., 2005; Liu & Reppert, 2000). L’archi-
tecture du plexus GABAergique du NSC, tres dense
dans ’ensemble du noyau ou il réalise de multiples
synapses axo-somatiques et axo-dendritiques (Bosler,
1989 Buijs et al., 1994), notamment sur les neurones &

VIP et a AVP (Castel & Morris, 2000 ; Frangois-Bellan
et al., 1992 ; Francois-Bellan et al., 1990), offre un sup-
port morphologique pour ce mécanisme.

De concert avec le GRP et le GABA, le VIP
jouerait ainsi un double role dans la communica-
tion intra-NSC. Il agirait en effet a la fois dans
la transmission vers la région dorsale des informa-
tions photiques intégrées dans la région ventrale et en
tant qu’agent de couplage intercellulaire (Aida et al.,
2002 ; Piggins & Loudon, 2005). Les synchroniseurs
externes, via les trois principales voies d’entrée sur le
NSC (afférences rétiniennes primaires et secondaires,
afférences sérotoninergiques) mais aussi via la commu-
nication humorale et hormonale, réajusteraient ainsi
en permanence les relations de phase mutuelles entre
les différents oscillateurs cellulaires du NSC. Selon
notre hypothese, ces réajustements mettraient en jeu
des mécanismes de plasticité par lesquels le NSC pour-
rait remanier la configuration de son réseau glial et de
son architecture synaptique au cours du processus de
synchronisation.

Plasticité structurale du noyau
suprachiasmatique au cours

du cycle jour/nuit. Contribution du réseau
astrocytaire

Le concept selon lequel le NSC serait le siege de
remaniements neurono-gliaux rythmiques nécessaires
a la coordination fonctionnelle des oscillateurs cel-
lulaires qui le composent est conforme & son sta-
tut de structure a fortes potentialités de plasticité.
De fait, le NSC constitue I'une des quelques régions
cérébrales, dont I’hippocampe, le bulbe olfactif, et
les noyaux magnocellulaires de ’hypothalamus, ol
persistent chez I'adulte les formes embryonnaires po-
lysialilées des protéines N-CAM (PSA-NCAM) que
Pon sait atténuer ’adhérence cellulaire (Rutishauser,
2008). On sait par ailleurs treés bien que les astro-
cytes, qui forment un réseau particulierement dense
dans le NSC (Morin et al., 1989) et dont 'implication
dans les mécanismes de I’horloge et sa synchronisa-
tion photique est établie (Prosser et al., 1994 ; Serviere
& Lavialle, 1996), jouent un role important dans les
mécanismes de plasticité structurale du systeme ner-
veux (Slezak et al., 2006). Au sein de I'hypothala-
mus, I'implication de la plasticité astrocytaire dans la
régulation de la densité des inputs synaptiques sur les
neurones neurosécrétoires et/ou dans les mécanismes
de couplage intercellulaire a notamment été mise en
évidence chez la ratte, dans le systeme hypothalamo-
neurohypophysaire au cours de la lactation, de la par-
turition ou en situation de déshydratation chronique
(Hatton, 2004; Theodosis, 2002) et dans le noyau
arqué au cours du cycle sexuel (Garcia-Segura et al.,
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Fig. 3. Interactions cellulaires au sein du NSC révélées en microscopie électronique. A-E — Doubles marquages immu-
nocytochimiques combinant la peroxydase (marquages gris-noir) et l'or colloidal 1 nm intensifié par argent (marquages
particulaires). A, B — Relations synaptiques des éléments & VIP (or-argent) et & AVP (peroxydase) : synapse VIP sur une
dendrite non identifiée (A) et synapse AVP sur une dendrite & VIP (B). C — Terminaison rétinienne (tragage antérograde,
peroxydase) faisant synapse sur trois profils dendritiques distincts, dont I'un est de nature VIPergique (or-argent) (*).
D — Identification simultanée de plusieurs terminaisons GABAergiques (anti-GABA, peroxydase) et d’une terminaison
sérotoninergique (anti-5-HT, or-argent). E — Synapse sérotoninergique (anti-5-HT, peroxydase) sur une dendrite & AVP
(or-argent). F — Association de 'immunoperoxydase avec la radioautographie des sites de capture de 3H-5-HT. Synapse
sérotoninergique (grains d’argent) sur une dendrite & VIP (peroxydase). Barres d’échelle : 1 pm.
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Fig. 4. Effet de la surrénalectomie sur la rythmicité
nycthémérale de lexpression de GFAP dans le NSC.
Données de I'analyse quantitative de I'immunoréactivité
GFAP de la région ventrolatérale du NSC (surfaces de mar-
quage) a quatre points du nycthémere (ZT12 = transition
jour/nuit). Comparaison entre rats normaux (témoins) et
rats soumis & une surrénalectomie bilatérale (ADX), main-
tenus sous photopériode 12L (lumiere)/12D (obscurité).
Les tracés, issus d’une modélisation par analyse cosinor
(¢f. Becquet et al., 2008), montrent le caracteére rythmique
de Dexpression de la GFAP avec présence d’un pic noc-
turne. La surrénalectomie n’altéere pas la rythmicité mais
diminue significativement l’amplitude du pic. Les barres
horizontales indiquent les périodes de lumiere et d’obscu-
rité. ZT : Zeitgeber Time.

1999). Dans le NSC, il avait été initialement rapporté
que la configuration du réseau astrocytaire chez le
hamster dépendait de 'heure de la journée (Lavialle
& Serviere, 1993), ce qui laissait présager 1’existence
de mécanismes de remodelage des interactions neu-
rones/glie, semblables & ceux décrits dans 'hypotha-
lamus neuroendocrine (Glass & Chen, 1999; Serviere
& Lavialle, 1996). Si des observations ultérieures chez
d’autres especes de rongeurs n’ont pas confirmé ces
données, pour notre part nous avons pu conclure que,
chez le rat, ’expression de la GFAP dans le NSC com-
porte bien une composante rythmique. De plus, nous
avons pu apporter, par la microscopie électronique,
la premiere démonstration directe que cette rythmi-
cité s’accompagne effectivement d’une réorganisation
structurale des interactions neurones/glie au cours du
nycthémere (Becquet et al., 2008).

L’analyse comparée de I'expression immunohisto-
chimique de la GFAP dans le NSC a différents temps
du nycthémere a tout d’abord révélé une densité astro-
cytaire significativement plus élevée durant la phase
nocturne du cycle (Fig. 4). De plus, l'analyse quan-
titative des données a montré que cette augmenta-
tion nocturne concernait plus spécifiquement la partie
ventrolatérale du noyau, la ou se concentre la projec-
tion rétinienne. Sur la base de ces observations, nous
avons analysé en microscopie électronique, chez des
rats maintenus sous alternance de 12 h de lumiere et
12 h d’obscurité (12L/12D), 'environnement glial et

synaptique des neurones & VIP (région ventrale) et a
AVP (région dorsale) marqués en immunoperoxydase.
Deux temps nycthéméraux (« Zeitgeber Time » : ZT)
correspondant respectivement au début de la phase
diurne (2 h apres I'éclairement : ZT02) et au milieu
de la phase nocturne (6 h apres 'extinction : ZT18)
ont été comparés. Les résultats ont montré que les
deux types de neurones sont soumis a des modifica-
tions jour/nuit de leurs couvertures gliale, synaptique
et/ou somato-dendritique, évaluées apres mesure de
I’étendue du recouvrement de leur membrane, respec-
tivement par des prolongements astrocytaires, des ter-
minaisons nerveuses et d’autres éléments somatiques
et dendritiques. Nous avons ainsi noté que la phase
nocturne du cycle se caractérise (1) par une augmen-
tation de la couverture astrocytaire des dendrites des
neurones a VIP (429 %), associée a une diminution
de la couverture synaptique de ces neurones aux ni-
veaux dendritique (43 %) et somatique (-36 %), et
(2) par une réduction de la couverture astrocytaire des
dendrites des neurones & AVP (-19 %), concomitante
d’une augmentation tres significative de leur couver-
ture somato-dendritique (somas : +96 % : dendrites :
+52 %). Les données relatives aux neurones a VIP
sont illustrées sur la figure 5.

Ainsi, ces observations non seulement ont confirmé
que le réseau astrocytaire du NSC est bien sou-
mis a des remaniements structuraux au cours du
cycle jour/nuit, mais ont également démontré que
cette plasticité s’accompagne de réorganisations plus
globales des interactions cellulaires, conformément a
notre hypothese. Le fait qu’elle affecte de maniere
différentielle les neurones a VIP et AVP n’est pas
surprenant compte tenu des spécificités fonction-
nelles tres différentes de ces neurones. Concernant
les neurones a AVP de la région dorsale ou l'on
sait que la densité cellulaire est la plus élevée
(Van den Pol, 1980), I’élévation nocturne de 1’étendue
de leur surface de contact avec des éléments den-
dritiques et somatiques (y compris de méme nature
AVPergique) est frappante et permet d’envisager que,
pendant la nuit, se produit une facilitation des pro-
cessus de synchronisation intercellulaire impliquant
cette catégorie neuronale. Le fait que la réduction
de l'étendue de la couverture gliale des neurones a
AVP ne s’accompagne pas, dans la partie dorsale du
NSC, d’une modification de I'expression de la GFAP
pourrait s’expliquer par une augmentation parallele
de la couverture gliale des autres phénotypes neuro-
naux dans cette partie du noyau. Quoi qu’il en soit,
cela montre que la plasticité astrocytaire d’une région
donnée ne se traduit pas nécessairement par des modi-
fications globales d’expression de la GFAP dans cette
région.

Nos observations relatives aux neurones a VIP in-
diquent que lintégration et la transmission des
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Fig. 5. Variabilité jour/nuit de la couverture gliale et synaptique des somas et dendrites des neurones & VIP. Données
morphométriques de microscopie électronique obtenues apres marquage des éléments & VIP en immunoperoxydase (cf.
Becquet et al., 2008). Les temps nycthéméraux ZT02 et ZT18 correspondent respectivement & des points diurne (2 h
apres le début de ’éclairement) et nocturne (6 h apres Uextinction). Noter sur les micrographies que le profil dendritique
marqué & ZT18 apparait presque totalement entouré par la glie (fléches) tandis que celui marqué a ZT02 voit sa couverture
gliale interrompue par une terminaison nerveuse (*) qui lui est largement apposée.

signaux relatifs & l’environnement lumineux
pourraient impliquer les astrocytes non seule-
ment dans la régulation de la libération de glutamate
par les terminaisons rétiniennes, comme 1’ont suggéré
Lavialle et al. (2001), mais aussi dans le remode-
lage rythmique de la connectivité synaptique de
leurs neurones cibles. Par une étude quantitative
complémentaire par imagerie confocale, nous avons
posé la question de la contribution des synapses
glutamatergiques aux modifications jour/nuit de
la couverture synaptique des neurones a VIP.
Cette étude a montré que la réduction nocturne de
I’étendue de la couverture synaptique des neurones
a VIP résulte bien d’'une diminution de la densité
de leur innervation synaptique (nombre moyen de
synapses par neurone) mais qu’outre les terminaisons
glutamatergiques, d’autres types de terminaisons
contribuent a cette diminution, et notamment les
terminaisons sérotoninergiques et GABAergiques
(Girardet et al, soumis). Les effets de la lumiere
sur la synchronisation du NSC semblent donc passer
par une réorganisation globale de la connectivité
synaptique des neurones a VIP. Il reste a caractériser
de maniere plus complete ces mécanismes de plas-

ticité en déterminant notamment si, dans la région
d’intégration des messages photiques (partie ven-
trolatérale), seuls les neurones cibles des afférences
rétiniennes (neurones & VIP mais aussi a GRP)
sont concernés par les réorganisations synaptiques
mises en évidence. Au plan fonctionnel, au-dela de la
caractérisation des acteurs cellulaires et moléculaires
mis en jeu, une question fondamentale est celle de
savoir si ces mécanismes de plasticité sont associés a
la synchronisation de I’horloge sur le cycle jour/nuit.

Les remaniements nycthéméraux

de I'architecture du réseau neurono-glial
du noyau suprachiasmatique

sont-ils impliqués dans le mécanisme

de synchronisation photique ?

L’alternance jour/nuit est nécessaire a I'expression
de la plasticité astrocytaire

Meéme si les observations réalisées dans la région dor-
sale du NSC montrent que ’absence de variations
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quantifiables de lexpression de la GFAP ne tra-
duit pas nécessairement une absence de mouvements
gliaux dans la structure concernée, celles réalisées
dans la région ventrale, associées a d’autres données
de la littérature notamment dans I’hypothalamus
(Garcia-Segura et al., 1994; Hawrylak et al., 1998),
indiquent que les modifications d’expression de la
GFAP constituent un bon index dynamique pour
apprécier les capacités de plasticité d’une structure
donnée. C’est sur cette base que nous avons évalué
Iimportance de lalternance lumiere/obscurité, puis
celle des variations journalieres des glucocorticoides
plasmatiques, pour I'expression de la plasticité gliale
du NSC.

En conditions d’obscurité constante (D/D), I'im-
munoréactivité GFAP du NSC révele, comme en
conditions d’alternance jour/nuit (L/D), un réseau
astrocytaire significativement plus développé dans la
partie ventrolatérale que dans la partie dorsomédiane
du noyau. On note cependant, apres analyse quan-
titative séparée des deux régions sur un cycle de
24 h (un point toutes les 4 h), la disparition du
rythme observé dans la région ventrolatérale sous
conditions L/D. La rythmicité d’expression de la
GFAP dans le NSC dépend donc de 'exposition a
une alternance jour/nuit. La lumiere, via la dyna-
mique du réseau astrocytaire qui participerait a la
régulation de la concentration de glutamate dans
la fente synaptique (Lavialle et al., 2001), pour-
rait ainsi constituer le signal de synchronisation re-
quis pour linduction des phénomenes de plasticité
structurale du NSC. Cette proposition est cohérente
avec le fait que la région ventrolatérale ou se pro-
duisent les variations nycthémérales d’expression de la
GFAP est précisément celle vers laquelle convergent
les afférences photiques. En accord avec cette hy-
pothese, qui implique que la lumieére serait responsable
du maintien de 'expression de la protéine astrocytaire
a ses niveaux les plus bas pendant le jour, il a par
ailleurs été montré chez la souris que l'illumination
constante se traduit par une diminution tres signifi-
cative de lexpression de GFAP dans le NSC (Moriya
et al., 2000).

Au travers de leurs fluctuations journalieres qui se
traduisent par des concentrations plasmatiques plus
élevées en période d’activité (la nuit chez les rongeurs
nocturnes), les glucocorticoides circulants pourraient
constituer d’importants facteurs de régulation de ces
mécanismes de plasticité photo-dépendants. De fait,
on connalit leurs effets sur ’organisation architecturale
du systeme nerveux, notamment en situation de stress
(Fuchs et al., 2006 ; McEwen, 2007). En accord avec
cette hypothese, si ’absence de glucocorticoides cir-
culants induite par surrénalectomie bilatérale ne sup-
prime pas I'expression rythmique de la GFAP dans la
partie ventrolatérale du NSC, elle diminue cependant

de pres de 50 % I'amplitude du pic observé en milieu
de nuit (ZT18) (Becquet et al., 2008) (Fig. 4). Cette
observation est cohérente avec des données antérieures
de notre groupe ayant effectivement montré I'influence
stimulatrice des glucocorticoides sur ’expression de la
GFAP au sein du NSC (Maurel et al., 2000). Elle s’ac-
corde par ailleurs avec le fait que la PSA-NCAM, dont
on connait 'importance dans les mécanismes de plas-
ticité structurale du systéme nerveux (Rutishauser,
2008) et 'implication dans le fonctionnement de I’hor-
loge (Glass et al., 2000; Shen et al., 1997), est ryth-
mique dans le NSC (Glass et al., 2003) et que cette
rythmicité est dépendante des glucocorticoides circu-
lants (Becquet et al., non publié). Nous avons noté
en effet que la surrénalectomie fait disparaitre cette
rythmicité en conditions d’alternance jour/nuit en
supprimant le pic d’expression diurne de la protéine
(Fig. 6).

Le rythme journalier des glucocorticoides circulants
module la synchronisation photique de I’horloge

La surrénalectomie n’a pas d’effet sur le profil ryth-
mique d’activité motrice de rats maintenus en obscu-
rité constante. Non synchronisé par la lumiere, celui-ci
reste « en libre cours », avec une période supérieure a
24 h. Le rétablissement d’une fluctuation artificielle
de corticostérone plasmatique, obtenue par ajout de
I’hormone a ’eau de boisson et en permettant sa dis-
ponibilité pendant un créneau de 12 h correspondant
a la période d’activité des rongeurs (« nuit subjec-
tive »), ne permet pas de resynchroniser le rythme
moteur sur le cycle de 24 h imposé par l'accessibilité
restreinte a l’eau de boisson (Sage et al., 2004). Les
glucocorticoides circulants ne sont donc pas des syn-
chroniseurs propres de 1’horloge, ce qui est en accord
avec les données de Balsalobre et al. (2000). Toute-
fois, grace a un paradigme expérimental impliquant
un déphasage photique induit par inversion du cycle
lumineux chez des rats maintenus en conditions pho-
topériodiques 12L/12D, nous avons pu montrer que
leurs effets sur 1'horloge s’exercent au travers d’une
modulation des effets de la lumiere (Sage et al., 2004).

L’étude a porté sur Ulincidence de Ia
surrénalectomie, compensée ou non, dans des
conditions permettant de restaurer soit des taux
constants de corticostérone plasmatique (implants
sous-cutanés a concentrations variables d’hormone)
soit une rythmicité de I'hormone (ajout de corti-
costérone & ’eau de boisson), sur le délai nécessaire
a la resynchronisation de l'activité motrice sur le
nouveau cycle lumineux et sur les caractéristiques
de cette resynchronisation. Nous avons ainsi montré
que ’absence de glucocorticoides circulants se traduit
par une accélération de la resynchronisation (moins
de 3 jours ws. 7 jours chez I'animal normal) et que
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Fig. 6. Effet de la surrénalectomie sur l’expression rythmique de PSA-NCAM dans le NSC. Données d’une analyse
en western-blot sur échantillons prélevés toutes les 3 h chez des rats maintenus sous photopériode 12L/12D. L’analyse
cosinor montre que la surrénalectomie (ADX) induit une disparition de la rythmicité de la protéine. Les barres horizontales
indiquent les périodes de lumiére et d’obscurité.

la normalisation requiert une restauration de leurs  oscillateurs cellulaires qui composent le NSC. Ces
fluctuations journalieres (Fig. 7). Les glucocorticoides  capacités, qui se traduisent au cours du nycthémere,

plasmatiques, par leurs fluctuations plasmatiques, et donc sur une échelle de temps relativement breve,
exercent donc un role stabilisateur sur la rythmicité  par des remaniements de ’architecture synaptique et
motrice en contribuant a rendre le systeme circa-  des relations intercellulaires des neurones du NSC

dien résistant & un déphasage photique. Ainsi, s’ils  auxquels participent les astrocytes, seraient cruciales
apparaissent bien comme des signaux temporels de  pour 'ajustement de la synchronisation intercellulaire
synchronisation, leur action est subordonnée a celle  aux conditions de ’environnement, et donc pour le
de la lumiere dont ils renforcent les effets, et cela en  fonctionnement cohérent de I’horloge. Les mécanismes
accord avec la notion de hiérarchisation des systemes  cellulaires et moléculaires de cette plasticité restent a
de synchronisation. élucider. Parmi les acteurs susceptibles de jouer un

Dans la mesure ou le NSC est réputé pour étre une  role majeur, outre les molécules de la matrice ex-
structure n’exprimant que pas ou peu de récepteurs  tracellulaire (PSA-NCAM) et les facteurs neurotro-
aux glucocorticoides (GR) (Balsalobre et al., 2000),  phiques, notamment le BDNF qui est abondamment
I'implication d’un ou plusieurs relais a I'action mo-  représenté dans le NSC ou son profil d’expression est
dulatrice de ces hormones dans la synchronisation  rythmique (Liang et al., 1998), l'importance de la
photique de T'horloge devait étre envisagée. Sur une  5-HT dont on connait le réle dans la modulation des
base anatomique et fonctionnelle, la 5-HT apparais-  informations photiques et l'intégration des informa-
sait d’autant plus comme un bon candidat pour re-  tions non photiques (Yannielli & Harrington, 2004)
layer cette action au sein du NSC que les noyaux  mérite d’étre mise en exergue. En particulier, compte
du raphé sont particulierement riches en récepteurs  tenu de la sensibilité des neurones sérotoninergiques
GR. Conformément a cette hypothese, nous avons  du raphé aux glucocorticoides circulants, la 5-HT
observé que la destruction neurotoxique sélective  apparait aujourd’hui comme l'un des signaux ma-

des afférences sérotoninergiques au NSC par la 5,7-  jeurs par lesquels les messages endocrines rythmiques
dihydroxytryptamine abolit les effets modulateurs des  rétroagiraient sur I’horloge pour ajuster son fonction-
glucocorticoides. nement (Malek et al., 2007). Au vu de nos observa-

tions, I'une des composantes de son action serait, via

sa libération rythmique dans le NSC (Barassin et al.,
Conclusion 2002 ; Dudley et al., 1998), une modulation de la plas-

ticité neurono-gliale du noyau. Cette conception est
Dans le schéma qui se dessine sur la base de ces  en accord avec des données antérieures montrant I’im-
données, la synchronisation photique de I’horloge cir-  plication de la transmission sérotoninergique dans la
cadienne mettrait en jeu les capacités singulieres  régulation de I'activité astrocytaire du NSC (Glass &
de plasticité du réseau neurono-glial tissé par les  Chen, 1999).
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Fig. 7. Effet des glucocorticoides circulants sur les caractéristiques de resynchronisation photique de I'activité locomotrice
apres inversion du cycle jour/nuit. L’activité locomotrice est enregistrée par actographie et représentée en « double plots »,
chaque ligne correspondant & 48 h d’enregistrement (cf. Sage et al., 2004). ADX : rat surrénalectomisé ; ADX + CORT :
rat surrénalectomisé soumis a un traitement substitutif permettant de restaurer un rythme artificiel de corticostérone
circulante (ajout de I’hormone & l’eau de boisson). Apres inversion de la photopériode (fleches), I'heure journaliere
du démarrage de l'activité locomotrice a été déterminée a partir des données actographiques individuelles. Un graphe
représentant ’heure de démarrage en fonction des jours d’enregistrement a alors été réalisé, puis les valeurs ajustées
apres modélisation par régression non linéaire a I'aide de I’équation représentée, dans laquelle y correspond a I’heure du
début de l'activité locomotrice au jour x et a, b, d, et SDso sont les quatre parametres ajustés. a : heure de démarrage de
lactivité avant I'inversion de phase, b : facteur de pente de la partie exponentielle de la courbe, d : heure de démarrage
de lactivité quand x est « infini », SD5o : jour pour lequel ’heure de démarrage de l'activité est & mi-chemin entre
a et b (point d’inflexion de la courbe). Apres analyse de la SDso pour chaque groupe expérimental, on note que la
surrénalectomie accélere la vitesse de resynchronisation de ’activité locomotrice sur le nouveau cycle lumineux et que la
corticothérapie permet le retour a la normale.

Témoins
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