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Paul Greengard est né le 11
décembre 1925 a New York. Biochi-
miste de formation, puis professeur
de pharmacologie et de psychiatrie a
la faculté de médecine de l'université
de Yale (Etats-Unis), il dirige le labo-
ratoire de neurosciences moléculaire
et cellulaire de l'université Rockefel-
ler a New York.

Le prix Nobel 2000 honore la Neuro-
biologie, en récompensant le travail
de trois chercheurs qui, chacun avec
des approches et des styles trés diffé-
rents, ont fait progresser de maniere
considérable notre connaissance des
communications cellulaires dans le
systéme nerveux. Arvid Carlsson a
découvert le role de la dopamine
comme neurotransmetteur dans le
cerveau. Les travaux d’Eric Kandel
ont identifié des mécanismes suscep-
tibles de modifier de maniere pro-
longée les propriétés des synapses,
fournissant un début d’explication
moléculaire aux processus de mémo-
risation et d’apprentissage. D’une
certaine manieére, le travail de Paul
Greengard forme un lien entre celui
des deux autres lauréats, puisque
c’est lui qui a identifié les méca-
nismes moléculaires d’action de la
dopamine et d’autres neurotransmet-
teurs «a action lente », qui sous-ten-
dent la plasticité synaptique et de
nombreux autres aspects de la phy-
siologie neuronale.
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Paul Greengard a eu une carriére
scientifique atypique, puisqu’apres
une formation initiale en physique,
en chimie et en neurophysiologie, il a
travaillé pendant pres de dix ans dans
I'industrie pharmaceutique avant de
revenir au monde universitaire vers
I’age de 45 ans, a la fin des années
1960. A cette époque, on commencait
a comprendre le mécanisme d’action
de certaines hormones, mais les effets
biochimiques des neurotransmetteurs
restaient mystérieux. Deux décou-
vertes réalisées quelques années aupa-
ravant ont profondément influencé
sa démarche a cette période et certai-
nement joué un role dans son retour
vers la recherche fondamentale: Ia
mise en évidence du role de I'adéno-
sine 3’,5° monophosphate (AMPc)
comme second messager par Earl
Sutherland, et la découverte par
Edwin Krebs et Edmond Fisher de la
phosphorylation réversible des pro-
téines, comme mode de régulation
de leurs propriétés en réponse a des
signaux extracellulaires. Ces deux
découvertes fondamentales ont
d’ailleurs déja valu le prix Nobel a
leurs auteurs en 1971 pour Suther-
land, et en 1993 pour Krebs et Fisher.
En 1968, Krebs et al. avaient montré
que I’activation du catabolisme du

glycogéne musculaire induite par
I’adrénaline était liée a la stimulation
par PAMPc d’une protéine kinase
spécifique, maintenant appelée PKA
pour protéine kinase activée par
I’AMPc [1]. Paul Greengard comprit
immédiatement que les mémes méca-
nismes pouvaient avoir une impor-
tance biologique qui dépassait large-
ment la régulation du métabolisme
du glycogene. Greengard et ses colla-
borateurs montrérent que la PKA
était exprimée dans de nombreux tis-
sus de diverses especes [2], qu’elle
était particulierement abondante
dans le cerveau [3], et que lactivité
neuronale augmentait les taux
d’AMPc [4]. Plusieurs laboratoires,
dont celui de Greengard, obtinrent
aussi tres vite des résultats mettant en
évidence le role de 'AMPc dans les
effets de la noradrénaline [5] et de
Pactivité électrique [6]. Ces résultats
fournissaient un cadre conceptuel
permettant d’expliquer les effets
«moléculaires » de l’activité neuro-
nale et de certains neurotransmet-
teurs. Cela fut formalisé dans la pro-
tein kinase hypothesis proposée en 1971
[7], selon laquelle 'AMPc et la PKA
étaient impliqués non seulement
dans la régulation du métabolisme,
mais aussi dans les réponses physiolo-
giques des neurones, en particulier
dans la transmission synaptique. Cette
hypothése a été confirmée depuis par

de nombreux travaux, notamment m—
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par la démonstration directe des
effets biologiques de la PKA dans les
neurones [8], y compris dans les neu-
rones d’Aplysie au cours d’une colla-
boration avec le laboratoire d’Eric
Kandel [9]. En fait, 'importance du
role des réactions de phosphorylation
relayées par ’AMPc est maintenant si
universellement reconnue qu’il parait
«trivial » d’évoquer une telle hypo-
thése en tant que telle. La seule modi-
fication notable de ce cadre concep-
tuel qui soit survenue au cours des
derniéres années, a été l'identifica-
tion dans les neurones d’autres cibles
de I’AMPc, sous la forme de certains
canaux ioniques et de facteurs
d’échange GTP/GDP de petites pro-
téines G. Toutefois, il est toujours
admis que la stimulation de la PKA
explique la majorité des effets biolo-
giques de ’AMPc chez les eucaryotes.

La phosphorylation des protéines
comme mécanisme d’action général
des seconds messagers

L’intuition de Paul Greengard fut
alors de réaliser que I'importance de
la phosphorylation des protéines
dépassait le role de ’AMPc et que ce
type de réaction biochimique pouvait
aussi rendre compte de l’action
d’autres seconds messagers et, in fine,
de I'immense majorité des signaux
extracellulaires. Ainsi, Kuo et Green-
gard ont découvert en 1970 la pro-
téine kinase activée par le GMPc
[10]. Le role du Ca*, fondamental
dans toutes les cellules, est peut-étre
encore plus manifeste dans les cel-
lules excitables comme les neurones.
Quelques années apres la découverte
des kinases activées par les nucléo-
tides cycliques, plusieurs laboratoires,
dont celui de Greengard [11], décou-
vraient simultanément une nouvelle
classe de protéine-kinases, activées
par le Ca* et la calmoduline. La
phosphorylation de protéines per-
mettait ainsi de rendre compte des
effets biochimiques de l'influx cal-
cique. Cette découverte amena des
1978 Greengard a élargir «1’hypo-
thése des protéine-kinases », suggérant
que la plupart des signaux extracellu-
laires activaient, par I'intermédiaire de
divers seconds messagers, des pro-
téine-kinases, et que les variations de la
s phosphorylation de leurs substrats
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expliquaient la majorité des actions
physiologiques de ces signaux extra-
cellulaires [12] (figure 1). Méme si
d’autres types de cascades de signali-
sation intracellulaires ont été décou-
vertes depuis, on sait maintenant que
les protéine-kinases et les protéine-
phosphatases occupent une place
prépondérante dans les mécanismes
de transduction des signaux. En fait,
I'identification par clonage molécu-
laire, et plus récemment par séquen-
cage complet de génomes, d’un
nombre croissant de protéine-kinases
et de protéine-phosphatases a mon-
tré que leur role est universel et
encore plus complexe qu’on ne pou-
vait I'imaginer initialement (voir par

exemple [13]).

Identifier des protéines
phosphorylées pour comprendre
Paction des signaux extracellulaires

A la fin des années 1970, il était clair
que les réactions de phosphoryla-
tion/déphosphorylation expliquaient
une partie des actions physiologiques
des signaux extracellulaires, notam-
ment de la dépolarisation ou des
neurotransmetteurs dans les neu-
rones. Pour comprendre ces actions
il fallait aller plus loin. L’étape sui-
vante du travail de Paul Greengard
fut donc d’identifier les protéines
phosphorylées dans les neurones en
réponse a des stimulus spécifiques.
L’identification de ces protéines, la
caractérisation de leurs fonctions bio-
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Figure 1. L’hypothése «protéine-kinase étendue ». A la fin des années 1970,
Paul Greengard propose que la phosphorylation des protéines rende compte
des effets biologiques de la majorité des agents régulateurs (« premiers mes-
sagers »). Beaucoup d’entre eux agissent par I'intermédiaire de seconds mes-
sagers comme I'AMPc, le GMPc ou le Ca?*, alors que d’autres modifient
directement les systéemes de phosphorylation de protéines (encadré). Si la
plupart des agents pharmacologiques (« drogues ») empéchent les effets des
premiers messagers sur les seconds (par exemple, les antagonistes agissant
sur les récepteurs), certains modifient directement les taux de seconds mes-
sagers (par exemple, les inhibiteurs des canaux calciques ou de la phospho-
diestérase). Il est & noter que parmi tous les agents régulateurs proposés
dans ce schéma, seules les hormones stéroides se sont avérées plus tard
agir principalement par un mécanisme indépendant de la phosphorylation
de protéines (d’aprés [27]).
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logiques et de leur régulation par
phosphorylation apparaissaient ainsi
comme le moyen de comprendre
réellement comment agissent les
signaux extracellulaires. Etant donné
le nombre de protéines réglées par
phosphorylation, la tache a laquelle
s’est attelé le groupe de Paul Green-
gard dés le début des années 1970
était immense. En fait, au cours des
dix ou quinze derniéres années, un
trées grand nombre de laboratoires
s’est joint de facto a cet effort: du fait
de la généralité des régulations par
phosphorylation, presque tous les
laboratoires étudiant des protéines
identifiées du fait de leur role dans
certains processus physiologiques ou
de leurs propriétés intrinseques, ont
été amenés a s’intéresser a leur régu-
lation par les kinases et/ou les phos-
phatases. Ainsi, on connait mainte-
nant, dans les neurones comme dans
les autres cellules, un grand nombre
de protéines réglées par phosphory-
lation, comprenant par exemple des
enzymes de synthese de neurotrans-
metteurs, des protéines du cytosque-
lette, des canaux ioniques, des récep-
teurs, des facteurs de transcription et
bien d’autres protéines au role struc-
tural, métabolique ou régulateur.

L’étude systématique des protéines
phosphorylées en réponse a ’AMPc,
puis a d’autres stimulus, a amené
Paul Greengard et ses collaborateurs
a découvrir un certain nombre de
protéines physiologiquement impor-
tantes dans les neurones et a caractéri-
ser leurs propriétés. On peut prendre
comme exemple les synapsines, un
groupe de protéines abondantes, asso-
ciées aux vésicules synaptiques (voir
[14]). La premiére synapsine, appelée
a I'époque protein 1, a été identifiée
initialement comme un substrat
«particulaire » de la PKA dans les ter-
minaisons synaptiques [15]. Les tra-
vaux ultérieurs ont montré qu’il exis-
tait en fait plusieurs protéines
apparentées phosphorylées par la
PKA (synapsines Ia et Ib, synapsines
IIa et IIb, et plus récemment synap-
sine III). L’étude des kinases activées
par le Ca*/calmoduline et suscep-
tibles de phosphoryler la synapsine a
d’ailleurs été a I'origine de la décou-
verte de deux kinases majeures de ce
groupe, la Ca?/calmoduline kinase I
(CaM-kinase I) qui phosphoryle la
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synapsine I sur le méme site que la
PKA et la Ca*/calmoduline kinase II
(CaM-kinase II), qui la phosphoryle
sur deux résidus spécifiques. On sait
maintenant que ces deux enzymes
jouent un roéle important dans de
multiples types cellulaires, en particu-
lier dans les neurones. Les nombreux
travaux consacrés aux synapsines ont
montré qu’elles s’associent réversi-
blement aux vésicules synaptiques et
au cytosquelette d’actine et que la
phosphorylation par la CaM-kinase II
supprime cette association. Une fonc-
tion des synapsines I est donc d’assu-
rer un enrichissement de vésicules de
réserve a proximité des zones actives
et de rendre ces vésicules disponibles
lors de l'influx calcique. Les synap-
sines interveniennent aussi dans la
croissance axonale et la synaptoge-
nese.

Le mode d’action de la dopamine
et la DARPP-32

Paul Greengard s’est intéressé a la
dopamine trés tot au cours de son
étude du mode d’action des neuro-
transmetteurs. En 1971, Kebabian et
Greengard montraient que la dopa-
mine activait la production d’AMPc
dans le ganglion cervical supérieur,
et année suivante dans le striatum
[16]. Il s’agissait de la premiere mise
en évidence d’un «récepteur» de la
dopamine, couplé a 1’adénylyl
cyclase, maintenant connu sous le
terme de récepteur de type DI1. Peu
de temps apres, il était montré que
les neuroleptiques étaient capables
de bloquer cette stimulation de la
production d’AMPc par la dopamine
[17, 18], confirmant ainsi I"hypo-
these émise par Carlsson sur la base
d’études métaboliques. De plus,
Greengard montrait que les effets de
la dopamine nécessitaient la pré-
sence d’un facteur cytosolique qui
sera identifié comme le GTP [19], en
accord avec le concept proposé par
Martin Rodbell, qui avait été le pre-
mier a mettre en évidence le role
d’une protéine liant le GTP dans
I’activation de l’adénylyl cyclase
(découverte qui a valu a Rodbell le
prix Nobel en 1994). Ce n’est que
plusieurs années plus tard qu’un
deuxiéme type de récepteur de la
dopamine, inhibant la production

d’AMPc, a été mis en évidence. Paul
Greengard ne s’est pas particuliere-
ment intéressé aux récepteurs de la
dopamine en tant que tels, mais a
plutot porté son attention sur les évé-
nements biochimiques activés par la
mise en jeu des récepteurs DI1. En
effet, au début des années 1980, en
comparant les substrats pour les prin-
cipales protéines kinases dans les dif-
férentes régions du cerveau, Walaas,
Nairn et Greengard avaient remar-
qué la présence spécifique dans le
striatum d’un substrat soluble de la
phosphorylation activée par 'AMPc
[20]. Cette phosphoprotéine attira
I’attention du fait de son enrichisse-
ment dans la région du cerveau la
plus innervée par les neurones a
dopamine. Cette protéine d’un poids
moléculaire apparent de 32 000 et
phosphorylée en réponse a ’AMPc et
a la dopamine, appelée DARPP-32
(dopamine and cAMP-regulated phospho-
protein-32), fut donc l’objet de
recherches intenses dans son labora-
toire. La séquence de la DARPP-32
présente une région de similarité
avec une protéine inhibitrice de la
phosphatase 1 (PP1), I'inhibiteur 1.
Comme l'inhibiteur 1, la DARPP-32
lorsqu’elle est phosphorylée par la
PKA devient un puissant inhibiteur
de la PP1 [21], une phosphatase ubi-
quiste, capable de déphosphoryler de
nombreuses protéines. La DARPP-32,
est exprimée dans les neurones
contenant les récepteurs D1 de la
dopamine, dans certains autres neu-
rones ainsi que dans d’autres types
cellulaires, comme les cellules épithé-
liales des plexus choroides ou des
tubules rénaux. La DARPP-32 est par-
ticulierement enrichie dans les neu-
rones épineux de taille moyenne, qui
représentent la majorité des neu-
rones du striatum et en forment la
voie de sortie. Ces résultats indi-
quaient que dans les cellules qui
expriment la DARPP-32, la dopamine
est non seulement capable de stimu-
ler Ia phosphorylation de protéines
substrats de la PKA, mais aussi d’inhi-
ber la déphosphorylation de nom-
breuses protéines.

Les neurones striataux sont des neu-
rones GABAergiques, qui recoivent
une double innervation glutamater-
gique, excitatrice, venant du cortex

cérébral, et dopaminergique, modu- m——
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latrice, venant de la substance noire.
La fonction du striatum est d’inté-
grer les informations d’origine corti-
cale, sous le controle d’'une modula-
tion complexe par la dopamine, qui
parfois s’oppose et parfois renforce
les effets du glutamate. La disparition
des neurones dopaminergiques
nigrostriataux au cours de la maladie
de Parkinson perturbe complete-
ment le fonctionnement normal de
ce systeme. De maniére intéressante,
Paul Greengard et ses collaborateurs
ont montré que le glutamate et la
dopamine avaient des effets opposés
sur la phosphorylation de la DARPP-
32. En effet, la stimulation des récep-
teurs NMDA du glutamate entraine
la déphosphorylation de la DARPP-
32, par l'intermédiaire d’une phos-
phatase activée par le Ca* et la cal-
moduline, la calcineurine, mettant
en évidence le rdle fonctionnel de
cette phosphatase dans le systeme
nerveux [22]. Dans les neurones
striatonigraux, il existe donc une
régulation bidirectionnelle de I'acti-
vité de la phosphatase 1 par la
DARPP-32: la stimulation des récep-
teurs D1 de la dopamine I'inhibe (via
la phosphorylation de la DARPP-32
par la PKA) et celle des récepteurs
NMDA du glutamate I'active (via la
déphosphorylation de la DARPP-32
par la calcineurine) (figure 2). Au
cours des années suivantes, les résul-
tats expérimentaux se sont accumu-
1és, montrant que la DARPP-32 joue
un role clé dans de nombreuses
actions de la dopamine et d’autres
messagers intercellulaires (voir [23]
pour une revue récente). En particulier,
la DARPP-32 participe a la régulation
par la dopamine des récepteurs
AMPA et NMDA du glutamate, et des
canaux Ca?" et Na*. L’invalidation du
gene de la DARPP-32 montre qu’elle
regle Defficacité de la transmission
dopaminergique, et qu’elle semble
indispensable pour certaines
réponses induites par les drogues qui
modifient cette transmission [24].
Des travaux récents suggeérent que la
DARPP-32 est en fait une protéine
régulatrice aux fonctions complexes
et pléiotropes puisque, lorsqu’elle est
phosphorylée par la kinase Cdk5, elle
devient capable d’inhiber la PKA
[25] et qu’elle est nécessaire a
I’expression de certains comporte-

ments réglés par la progestérone,
indépendamment des récepteurs de
la dopamine [26].

Conclusions

Paul Greengard a contribué de
maniere significative au tournant
qu'ont connu les Neurosciences au
cours des années 1970 et 1980. Les
deux approches principales des neu-
rosciences a la fin des années 1960
étaient la description anatomique
des circuits neuronaux et I’étude de
leurs propriétés électrophysiolo-
giques. Les travaux de Greengard,
ainsi que ceux d’autres chercheurs
dans des domaines complémentaires
de la biochimie et de la pharmacolo-

sur leurs récepteurs aux réponses
physiologiques qui expliquent leurs
actions. Sa principale contribution a
été de montrer que les réactions de
phosphorylation des protéines jouent
un role fondamental et universel
dans ce cadre. Ces réactions de phos-
phorylation/déphosphorylation ont
une cinétique souvent lente par com-
paraison avec I'ouverture des canaux
réglés directement par des ligands ou
par le potentiel de membrane,
encore que les travaux récents mon-
trant ’association de kinases et de
phosphatases avec des canaux
ioniques dans les régions post-synap-
tiques révelent que ces enzymes peu-
vent avoir des effets rapides sur la
transmission synaptique. Dans tous

. RS e
gie, ont permis I’élucidation des
mécanismes moléculaires menant de
la fixation des neurotransmetteurs

les cas, les effets des changements de
phosphorylation de protéines peu-
vent étre prolongés, sous-tendant

Récepteur D1
de la dopamine

DARPP-32 0 AMPc
déphosphorylée
Phospatase (%) Protéine kinase
dézgendante du dépendante de
Ca“*/calmoduline I'’AMPc
: - DARPP-32
(calcineurine) phosphorylée
(active)
l@ Inhibe
Protéine
phosphatase 1
Substrats l > Substrats
phosphorylés déphosphorylés

Figure 2. Régulation bidirectionnelle de la phosphorylation et de I'activité de
la DARPP-32 par deux systemes de neurotransmetteurs. La DARPP-32 est
abondamment exprimée dans les neurones épineux de taille moyenne du
striatum. La dopamine est libérée par les neurones venus de la substance
noire dont la dégénérescence est responsable de la maladie de Parkinson. La
dopamine active la production d’AMPc et la phosphorylation de la DARPP-32
par l'intermédiaire de la protéine kinase dépendante de I'’AMPc. La DARPP-
32 phosphorylée est un puissant inhibiteur de la protéine-phosphatase 1,
une phosphatase ayant de nombreux substrats. Le glutamate libéré par les
fibres nerveuses venant du cortex cérébral active les récepteurs NMDA per-
méables au Ca?. Il peut aussi entrainer indirectement 'ouverture de canaux
calciques sensibles a la dépolarisation. L’influx calcique active la calcineu-
rine (ou phosphatase 2B), une phosphatase directement sensible au Ca* et
au complexe Ca?*/calmoduline. La calcineurine déphosphoryle la DARPP-32,
levant ainsi I'inhibition de la phosphatase 1 (d’aprés [22]).
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directement, ou par l'intermédiaire
de la régulation de I’expression de
genes, de nombreuses adaptations a
court, moyen et long termes des pro-
priétés des neurones responsables
des phénomeénes de neuromodula-
tion et de plasticité synaptique au
sens le plus large du terme. Les mul-
tiples travaux réalisés au cours des
dernieres années dans d’innom-
brables laboratoires montrent a la
fois 'importance de ces réactions et
leur complexité puisque, dans les cel-
lules vivantes, de multiples voies de
signalisation peuvent étre mises en
jeu de maniere intriquée. Un des
défis a relever est de développer de
nouveaux outils, et peut-étre de nou-
veaux concepts pour tenir compte de
cette complexité, et permettre la
compréhension du fonctionnement
des circuits neuronaux et gliaux, et
de leurs modifications au cours du
temps, en termes moléculaires et cel-
lulaires. Au-deld de ses multiples
découvertes fondamentales évoquées
brievement ici, la capacité qu’'a eu
Paul Greengard de dégager des
lignes directrices simples, a forte
valeur heuristique, représente a mon
sens un modele pour le développe-
ment futur de ce domaine de
recherche ®
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