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1 – INTRODUCTION GENERALE 

La maladie de Parkinson est la deuxième maladie neurodégénérative la plus fréquente 

dans le monde. Elle touche environ 8,5 millions de personnes, ce chiffre ne cessant 

d’augmenter. Les principaux symptômes sont moteurs (tremblements, rigidité 

musculaire et akinésie) et causés par la dégénérescence des neurones dopaminergiques 

de la substance noire pars compacta. Aujourd’hui, aucun traitement ne peut guérir cette 

maladie. Il est crucial de mieux comprendre les conséquences de cette dégénérescence 

neuronale puis mettre en évidence de nouvelles pistes thérapeutiques pour permettre 

le développement de nouveaux médicaments.  

Les thérapies actuelles visent à pallier le manque de dopamine et permettent seulement 

de traiter les symptômes. Actuellement, le lévodopa constitue le traitement de 

référence de la maladie de Parkinson. Il s’agit d’un précurseur de la dopamine, la L-

DOPA, converti en dopamine, compensant alors les faibles niveaux de dopamine. Ce 

traitement est efficace durant les cinq à dix premières années. A long terme, il conduit 

toutefois au développement des dyskinésies, des mouvements involontaires très 

invalidants.  

Les recherches effectuées sur la maladie de Parkinson depuis plusieurs décennies ont 

entre autre mis en évidence des altérations du striatum, une région sous-corticale cible 

des neurones dopaminergiques, appartenant au système des ganglions de la base et 

impliquée dans le contrôle moteur. De nombreuses adaptations des neurones du 

striatum ont lieu suite à la dégénérescence des neurones dopaminergiques et sont 

également mises en cause dans le développement des dyskinésies lors du traitement à 

la L-DOPA. Mieux comprendre le fonctionnement cellulaire et moléculaire du striatum 

en situation non-pathologique et pathologique est essentiel pour mettre en évidence de 

nouvelles cibles thérapeutiques.  

Dans la suite de l’introduction, le fonctionnement du striatum, de sa physiologie vers 

son fonctionnement cellulaire, sera présenté, avant d’expliciter les altérations striatales 

dans la maladie de Parkinson et les dyskinésies associées au traitement par la L-DOPA 

(LID, L-DOPA-induced dyskinesia).  

 Le striatum dans le système des ganglions de la 

base 

Les ganglions de la base regroupent un ensemble de structures sous-corticales 

interconnectées, hautement conservées chez les vertébrés : le striatum, le globus 

pallidus, le noyau sous-thalamique et la substance noire (Grillner et al., 2013; Redgrave 



12 
 

et al., 2010). Ces structures interviennent principalement dans la mise en place de 

programmes moteurs, l’apprentissage, la sélection de l’action, le circuit de la 

récompense et la formation d’habitudes (Albin et al., 1989; Graybiel, 2008; Redgrave et 

al., 2010).  

Les ganglions de la base constituent un point de convergence entre les afférences 

glutamatergiques du cortex et du thalamus (Alexander and Crutcher, 1990; Berendse 

and Groenewegen, 1990; Kress et al., 2013) et les afférences dopaminergiques de la 

substance noire pars compacta et de l’aire tegmentale ventrale (Gerfen, 1992; Lynd-

Balta and Haber, 1994; Björklund and Dunnett, 2007). Ces afférences projettent toutes 

vers le striatum, la principale voie d’entrée des ganglions de la base. L’information est 

alors traitée puis transmise aux structures de sorties (principalement la substance noire 

pars reticulata) puis vers le thalamus. Ce dernier relaie ensuite l’information vers 

différentes zones corticales (Bolam et al., 2000; Nelson and Kreitzer, 2014; Obeso and 

Lanciego, 2011). 

1.1.1 – Organisation anatomique 

Bien que le striatum ne présente pas de différence cyto-architecturale dans son 

ensemble, il est classiquement divisé en trois régions sur la base d’afférences provenant 

de régions distinctes : le striatum dorsomédial (dorsomedial striatum, DMS, noyau 

caudé chez les primates), le striatum dorsolatéral (dorsolateral striatum, DLS, putamen 

chez les primates) et le striatum ventral (ou noyau accumbens) (Voorn et al., 2004). 

Chaque région se différencie par des afférences provenant de zones cérébrales 

différentes, conférant ainsi des fonctions biologiques distinctes. Le DMS reçoit des 

afférences glutamatergiques du cortex associatif et est responsable des apprentissages 

de comportements instrumentaux, c'est-à-dire l’apprentissage d’un comportement 

adapté à une action et aboutissant à un résultat. Cet apprentissage permet une 

adaptation rapide à l’environnement (Balleine and Dickinson, 1998; Yin and Knowlton, 

2006). La répétition de ce comportement orienté vers un but devient alors une habitude 

qui devient moins sensible au résultat de l’action. Cet apprentissage est associé au DLS 

recevant les afférences du système sensori-moteur (Balleine et al., 2009; Balleine and 

O’Doherty, 2010). Le striatum ventral se divise en deux parties, le core et shell. Ces deux 

régions reçoivent des afférences du cortex frontal et des régions limbiques et 

interviennent principalement dans l’attention, la motivation et le système de prédiction 

de la récompense (Berridge and Robinson, 1998; Brog et al., 1993; Cardinal et al., 2002). 
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1.1.2 – Organisation neurochimique 

Basé sur des propriétés neurochimiques distinctes leur conférant des fonctions propres, 

le striatum peut-être sous divisé en deux types de compartiments : les matrices et les 

striosomes (aussi nommés patches) (figure 1) (Gerfen, 1984; Graybiel and Ragsdale, 

1978; Herkenham and Pert, 1981; Pert et al., 1976). Des études par immunomarquages 

ont mis en évidence une expression de l’enképhaline et de la substance P concentrées 

dans les striosomes (Gerfen, 1984; Graybiel et al., 1981). A l’inverse, les matrices 

présentent une forte expression de la somatostatine et de l’acétylcholine estérase  

(Gerfen, 1985, 1984; Graybiel and Ragsdale, 1978). Les deux compartiments reçoivent 

des afférences corticales et limbiques, bien que les afférences des régions sous-

corticales limbiques montrent une préférence pour les striosomes (Fujiyama et al., 2011; 

Smith et al., 2016). Concernant leurs voies de sortie, seuls les striosomes projettent vers 

la substance noire compacte. Toutefois, certains neurones de la matrice nommés exo-

patch (neurones ayant les propriétés des neurones du striosome mais présents 

uniquement dans la matrice) projettent également dans la substance noire compacte 

(Smith et al., 2016).  

Le développement des souris BAC (bacterial artificial chromosome) a permis d’étudier 

individuellement les neurones présents dans chaque compartiment et de mieux 

caractériser leurs fonctions (Valjent et al., 2009). Par exemple, les interneurones 

cholinergiques se trouvent à l’interface entre les striosomes et les matrices. Ils 

permettent d’établir le lien entre les neurones présents uniquement dans les matrices 

et ceux présents uniquement dans les striosomes (Aosaki et al., 1995; Bernácer et al., 

2007; Kawaguchi et al., 1989; Walker et al., 1993). Cette localisation spécifique 

permettrait de moduler l’apprentissage dans des environnements incertains et semble 

essentielle dans la prise de décision et la sélection de l’action (Amemori et al., 2011; 

Brimblecombe and Cragg, 2017) 
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Figure 1 : Organisation neurochimique du striatum (figure reprise de la revue de 

Crittenden & Graybiel, 2011). Schéma représentant les matrices (orange) et striosomes (bleu) 

du striatum. Le dégradé du striatum de la partie médiale (orange clair) vers la partie latérale 

(orange foncé) représente les domaines limbiques, associatifs et sensorimoteurs. La couleur des 

flèches arrivant sur le striatum représente la proportion de chaque aire corticale projetant vers les 

matrices et striosomes. Les flèches quittant le striatum représentent les projections des neurones 

GABAergiques (neurones épineux de taille moyenne) vers les différentes voies des ganglions de 

la base. AC = commissure antérieure ; GPe = globus pallidus externe ; GPi = globus pallidus 

interne ; SNc = substance noire compacte ; SNr = substance noire réticulée. (Crittenden and 

Graybiel, 2011) 

1.1.3 – La libération de la dopamine dans le striatum 

La dopamine est synthétisée par les neurones dopaminergiques et représente un 

neurotransmetteur important dans le fonctionnement des ganglions de la base, et 

particulièrement dans le striatum. Les neurones dopaminergiques représentent une très 

faible fraction du nombre total de neurones du système nerveux central (environ 45 000 

chez le rat et 590 000 chez l’être humain) (Chinta and Andersen, 2005; German and 

Manaye, 1993). Leurs projections axonales se retrouvent dans un grand nombre de 

structures telles que le mésencéphale, le cortex, l’hippocampe, l’amygdale, 

l’hypothalamus ou encore le bulbe olfactif. Les neurones dopaminergiques 

interviennent dans de nombreux processus : le contrôle moteur, la motivation, le 

système de récompense, l’attention, l’apprentissage, l’olfaction, la vision, la régulation 

hormonale ou encore la régulation du sommeil (Klein et al., 2019).  
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Dans le système nerveux central des mammifères, les neurones dopaminergiques sont 

répartis dans 10 noyaux, nommés A8 à A17 (Dahlstroem and Fuxe, 1964). L’étude 

génétique du profil d’expression des neurones dopaminergiques a mis en évidence 

plusieurs sous-types de neurones, projetant dans des zones spécifiques du striatum 

(Poulin et al., 2018). Les auteurs proposent que cette classification permettra, à l’avenir, 

de cibler plus spécifiquement un sous-groupe de neurones dopaminergiques impliqué 

dans une pathologie (Poulin et al., 2020). Les noyaux du mésencéphale A8, A9 et A10 

sont présents, respectivement, dans le champ rétrorubral (correspondant à la région 

dorso-caudale de la substance noire), la substance noire et l’aire tegmentale ventrale. 

Les neurones dopaminergiques des noyaux A8 et A9 constituent le système nigrostrié 

(Lindvall and Björklund, 1979) et ceux du noyau A10 appartiennent au système méso-

cortico-limbique (Dahlstroem and Fuxe, 1964). Les trois noyaux projettent dans le 

striatum via le faisceau médial du prosencéphale (MFB, medial forebrain bundle) 

(Shimizu and Ohnishi, 1973; Takagi et al., 1980). La dégénérescence des neurones 

dopaminergiques de la voie nigrostriée étant la principale cause de la maladie de 

Parkinson, une lésion dans le MFB est souvent réalisée pour l’obtention des modèles 

animaux de la maladie de Parkinson (cf. Matériels & Méthodes).  

Les neurones dopaminergiques sont généralement identifiés par immunohistochimie 

grâce à l’expression spécifique de la tyrosine hydroxylase (TH) et du transporteur de la 

recapture de la dopamine (DAT, dopamine active transporter). Ces deux protéines sont 

notamment impliquées dans le métabolisme et la régulation des niveaux de dopamine 

intra- et extracellulaires. La TH est l’enzyme limitante dans la synthèse de la dopamine. 

Elle utilise la tyrosine comme substrat pour former la DOPA (3,4-

dihydroxyphénylalanine), qui est ensuite rapidement convertie en dopamine par la 

DOPA décarboxylase (figure 2) (Kaufman and Milstein, 2013). La DOPA décarboxylase 

effectue une décarboxylation des acides aminés aromatiques et peut donc utiliser 

d’autres substrats pour former d’autres neuromodulateurs, comme la sérotonine à 

partir de 5-HTP (5-hydroxy-L-tryptophane). La DOPA décarboxylase est notamment 

exprimée par les neurones sérotoninergiques. C’est pourquoi dans le cas du traitement 

lévodopa de la maladie de Parkinson, la L-DOPA recapturée par les neurones 

sérotoninergiques y est convertie en dopamine (cf. 1.5.1 – Les traitements actuels).  
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Figure 2 : étapes de synthèse de la dopamine dans les neurones dopaminergiques. La tyrosine 

est convertie en L-DOPA par la tyrosine hydroxylase, elle-même convertie en dopamine par la L-

DOPA décarboxylase. 

Une fois synthétisée dans le cytosol, la dopamine est stockée dans des vésicules situées 

près des sites de libération (Freund et al., 1984). Le transport de la dopamine dans les 

vésicules se fait par le transporteur vésiculaire des monoamines de type 2 (VMAT-2) 

(Nirenberg et al., 1996). La haute concentration de ces vésicules au niveau des sites de 

libération participe à la formation de sites dits actifs, avec une haute probabilité de 

libération de la dopamine (Freund et al., 1984; Garris et al., 1994; Liu et al., 2018). Ces 

sites actifs sont présents aussi bien au niveau des varicosités, qu’au niveau de boutons  

axonaux ‘en passant' (Descarries et al., 1996; Groves et al., 1995, 1994). Lors d’une 

dépolarisation du neurone dopaminergique, les vésicules fusionnent avec la membrane 

plasmique, conduisant alors à l’exocytose de la dopamine dans le milieu extracellulaire. 

L’utilisation de faux neurotransmetteurs fluorescents a par ailleurs mis en évidence que 

seule une faible fraction des varicosités (environ 20 %) libère la dopamine lors d’un 

potentiel d’action (Pereira et al., 2016). De plus, la probabilité de libération varie en 

fonction des régions du striatum. Celle-ci est plus importante dans le striatum 

dorsolatéral, associé aux aires sensorimotrices, conduisant à une libération de 

dopamine 20 fois plus importante après un unique potentiel d’action, en comparaison 

au striatum ventromédial, associé aux aires limbiques (Cragg, 2003). 

Contrairement aux synapses glutamatergiques, la libération de dopamine se fait de 

manière volumique (Fuxe and Agnati, 1992). Ceci est en accord avec l’absence d’une 

densité post-synaptique des récepteurs à la dopamine (Doucet et al., 1986), qui sont 

principalement extrasynaptiques (Caillé et al., 1996; Hersch et al., 1995; Rice et al., 

2011). Cette transmission volumique a longtemps été associée à un signal lent et 
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spatialement non sélectif. Pourtant, plusieurs études ont démontré que la spécificité du 

signal dopaminergique lors d’une transmission volumique est principalement délimitée 

par trois facteurs : la densité des synapses dopaminergiques, la diffusion et la recapture 

de la dopamine et la distance des récepteurs à la dopamine par rapport au site de 

libération. 

Bien que peu nombreux par rapport au nombre total de cellules striatales, les neurones 

dopaminergiques présentent une arborisation axonale très dense (1 à 1,7 * 108 

varicosités par mm3 dans le striatum dorsal) (Doucet et al., 1986; Matsuda et al., 2009; 

Pickel et al., 1981). Wickens et Arbuthnott ont estimé qu’une cellule striatale reçoit 

environ 1000 contacts synaptiques des terminaisons dopaminergiques (Wickens and 

Arbuthnott, 2005). Ainsi, les sites de libération seraient en moyenne espacés les uns des 

autres de 3.5 - 4.0 µm (Cragg and Rice, 2004; Gonon et al., 2000). Toutefois, il est 

important de prendre en considération l’hétérogénéité de la distribution des synapses, 

comme cela a été observé par microscopie électronique (Freund et al., 1984; Groves et 

al., 1994). Tenant compte de cette non-uniformité, Arbuthnott et Wickens proposent 

une distance moyenne de 1.18 µm entre chaque synapse (Arbuthnott and Wickens, 

2007). Une fois libérée dans l’espace extracellulaire, la dopamine diffuse en dehors de 

l’espace synaptique. Considérant la demi-vie de la dopamine, Gonon et al. estiment une 

diffusion de la dopamine jusqu’à 7 µm autour du site de libération. La forte densité des 

sites de libération et la rapide diffusion de la dopamine conduisent donc à une rapide 

uniformisation de la concentration extracellulaire en dopamine lors d’une libération 

synchronisée, estimée à moins de 3 ms (Garris et al., 1994; Gonon et al., 2000).  

La diffusion est également limitée par la recapture de la dopamine par les DATs exprimés 

principalement par les neurones dopaminergiques mais aussi par les cellules gliales. La 

recapture constitue le mécanisme principal responsable de l’élimination de la dopamine 

dans l’espace extracellulaire (Benoit-Marand et al., 2000). Ce mécanisme limite la 

diffusion et la concentration extrasynaptique de la dopamine. Un modèle de souris KO 

pour les DATs (DAT knock-out, KO-/-) présente effectivement une distance de diffusion 

de la dopamine supérieure (Benoit-Marand et al., 2000; Jones et al., 1998). La recapture 

de la dopamine joue également un rôle dans le recyclage de la dopamine dans les 

vésicules présynaptiques, indépendamment d’une nouvelle synthèse (Jones et al., 

1998).  

Les neurones dopaminergiques présentent deux profils de décharge : tonique et 

phasique. Le mode de décharge tonique correspond à un profil de décharge à basse 

fréquence (3 – 8 Hz). Il s’agit d’une activité autonome de type pacemaker qui conduit à 

une libération faible mais prolongée de dopamine, autour de 10 nM (Barath et al., 2020; 

Kawagoe et al., 1992; Kim et al., 2021; Oh et al., 2018). Cette activité tonique se fait de 
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manière asynchrone entre les neurones dopaminergiques ce qui conduit à un équilibre 

entre la libération et la recapture de la dopamine. A partir de cette concentration 

uniforme, ce sont les fluctuations en dopamine qui servent de signal biologique. En effet, 

l’inhibition des neurones dopaminergiques par les afférences GABAergiques du pallidum 

ventral les hyperpolarise, marquant une pause dans la libération tonique de dopamine 

(Bunney and Grace, 1978; A. A. Grace and Bunney, 1984). D’ailleurs, seule la moitié des 

neurones dopaminergiques présente une activité tonique permettant de maintenir un 

niveau faible de dopamine dans le striatum. A l’inverse, le mode de décharge phasique 

des neurones dopaminergiques est associé à un mode de décharge à haute fréquence 

(12 – 40 Hz) et se caractérise par une rafale de potentiels d’action (A. Grace and Bunney, 

1984; A. A. Grace and Bunney, 1984; Grace and Bunney, 1983; Hyland et al., 2002; Jin 

and Costa, 2010). Ce mode de décharge conduit alors à une augmentation rapide des 

niveaux extracellulaires de dopamine, jusqu’à 10 µM (Aragona et al., 2008; Kawagoe et 

al., 1992; Wickham et al., 2013; Wightman and Zimmerman, 1990). C’est la 

synchronisation des neurones dopaminergiques et donc la sommation de la dopamine 

libérée qui conduit à cette augmentation rapide des niveaux extracellulaires de 

dopamine (Chergui et al., 1994). Cette synchronisation se fait par les afférences 

glutamatergiques provenant du cortex et du noyau sous-thalamique, qui activent les 

récepteurs ionotropiques NMDA (N-methyl-d-aspartate) des neurones 

dopaminergiques (Chergui et al., 1994; Chesselet, 1984; A. Grace and Bunney, 1984; 

Krebs et al., 1991). Les neurones dopaminergiques ayant une haute probabilité de 

libération, l’activité phasique conduit rapidement à une diminution des vésicules 

synaptiques et donc à une dépression (Cragg, 2003). Ce mécanisme de libération de la 

dopamine, combiné à celui de diffusion et de recapture, déterminent la fenêtre 

temporelle d’action de la dopamine phasique, située entre 50 et 100 ms (Cragg and Rice, 

2004; Liu et al., 2018).  

L’activité tonique et phasique des neurones dopaminergiques est également inhibée par 

une auto-inhibition rétroactive. Effectivement, les neurones dopaminergiques 

expriment à leur surface les récepteurs à la dopamine de type D2. Après une libération 

phasique ou tonique, l’activation de ces autorécepteurs inhibe le neurone 

dopaminergique et empêche la production de potentiels d’action (Anzalone et al., 2012; 

Bello et al., 2011; Ford, 2014) 

Le signal dopaminergique, bien qu’il se produise de manière volumique, a lieu sur une 

échelle de temps inférieure à la seconde et est donc un signal rapide. Pourtant, les 

récepteurs à la dopamine sont des récepteurs couplés aux protéines G qui agissent à 

une échelle de temps beaucoup plus lente que les récepteurs ionotropiques, 

représentant donc un facteur temporel limitant. C’est pourquoi Liu et al. proposent un 
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modèle de chevauchement de régions (domain-overlap model) pouvant expliquer le rôle 

d’un signal dopaminergique rapide. Ils suggèrent que la haute probabilité de libération 

est essentielle pour permettre une libération synchronisée. Ainsi l’augmentation des 

niveaux de dopamine est suffisante pour conduire à la saturation des DATs et permettre 

une diffusion de la dopamine suffisamment loin pour atteindre des récepteurs situés 

loin des sites de libération (Liu et al., 2021). Ce modèle est en adéquation avec des 

études montrant que la saturation des DATs suite à une libération phasique conduit à 

une diffusion de la dopamine jusqu’à 12 µm autour du site de libération (Cragg and Rice, 

2004; Rice and Cragg, 2008; Schultz, 2007) 

Ces différents modes de décharges sont complémentaires. Ils agissent avec des 

temporalités différentes et permettent ainsi d’encoder des processus 

comportementaux d’échelle de temps variable. L’activité tonique participe aux 

comportements d’échelle temporelle plus longue, comme le stress et l’incertitude 

(Schultz, 2007). A l’inverse, l’activité phasique permet d’encoder des réponses avec un 

fort contraste temporel comme l’apprentissage de l’erreur de prédiction de la 

récompense (RPE, reward prediction error) (Hart et al., 2014; Schultz et al., 1997; Waelti 

et al., 2001). Néanmoins, il reste difficile (et probablement inapproprié) d’associer un 

mode de libération des neurones dopaminergiques à un comportement précis (Berke, 

2018). Le mode d’activité des neurones dopaminergiques dépend des informations 

qu’ils intègrent, qui diffèrent selon leur localisation et la temporalité des évènements. 

De récentes études ont d’ailleurs montré une hétérogénéité au sein même de la 

population de neurones dopaminergiques, dépendante des connexions afférentes et 

efférentes (Morales and Margolis, 2017; Poulin et al., 2014).  

1.1.4 – Organisation cellulaire 

Le striatum est composé majoritairement (95 %) de neurones épineux striataux (MSN, 

medium-sized spiny neurons) (Figure 3A) (Kemp and Powell, 1971a, 1971b), les autres 

neurones étant des interneurones modulant l’activité des MSNs (Kawaguchi et al., 1995; 

Bolam et al., 2000; Tepper and Bolam, 2004). Les interneurones ont été divisés en 

plusieurs sous catégories, en fonction de leur morphologie et leurs caractéristiques 

biochimiques : les grands interneurones cholinergiques (Cholinergic Interneurons, ChIN) 

(Figure 3D) (Butcher and Hodge, 1976; Fonnum et al., 1974), les interneurones 

NOergiques exprimant le neuropeptide Y, la somatostatine et l’oxyde nitrique synthase 

(NOS, nitric oxid synthase) (Figure 3B) (Kawaguchi, 1993), les interneurones 

GABAergiques exprimant la calrétinine (Jacobowitz and Winsky, 1991) et les 

interneurones GABAergiques exprimant la parvalbumine (aussi appelé fast-spiking 

interneurons) (Figure 3C) (Bolam et al., 1985, 1983). Dans la suite de l’introduction, les 
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MSNs, ChIN et interneurones NOergiques seront particulièrement développés.

 

Figure 3 : Neurones du striatum de rat marqués à la biocytine (figure reprise de Kawaguchi, 

1993). A : neurone épineux de taille moyenne (MSN) ; B : interneurone NOergique ; C : 

interneurone parvalbumine ; D : interneurone cholinergique (ChIN) ; barre d’échelle = 50 µM 

(Kawaguchi, 1993)  

 Les neurones épineux striataux de taille moyenne 

Les neurones épineux de taille moyenne du striatum prennent leur nom de leur 

morphologie : avec un corps cellulaire d’une taille approchant les 15 µm (chez le rat), ils 

présentent, le long de leurs dendrites, de nombreuses épines (Wilson and Groves, 1980).  

1.2.1 – Mise en place du mouvement par les MSNs 

Les MSNs sont des neurones GABAergiques (Kita and Kitai, 1988). Bien que 

morphologiquement semblables, deux types de MSNs ont été identifiés en fonction de 

leur connectivité aux voies de sortie. Les MSNs striato-nigraux appartiennent à la voie 

dite « directe » et projettent directement vers les noyaux de sortie, c'est-à-dire le globus 

pallidus interne et la substance noire pars reticulata. Les MSNs striato-pallidaux 

appartiennent à la voie dite « indirecte » et projettent vers le globus pallidus externe, 

lui-même projetant vers les noyaux de sortie via le noyau sous-thalamique (figure 4). 
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Les MSNs striato-nigraux conduisent ainsi à une désinhibition des afférences excitatrices 

thalamo-corticales tandis que les MSNs striato-pallidaux conduisent indirectement à 

leur inhibition. Ainsi, la représentation classique du modèle voie directe/indirecte 

représente les MSNs striato-nigraux comme promoteurs du mouvement, tandis que 

l’activation des MSNs striato-pallidaux favorise l’inhibition du mouvement (Albin et al., 

1989; DeLong, 1990).  

L'utilisation d'outils génétiques ciblant spécifiquement les MSNs de la voie directe ou 

indirecte est en faveur de ce modèle (Bateup et al., 2010; Drago et al., 1998; Durieux et 

al., 2012, 2009). Le développement de l'optogénétique, qui permet un contrôle 

temporel plus précis de la voie directe ou indirecte (de l’ordre des millisecondes), a 

confirmé que la stimulation sélective de la voie directe augmente la locomotion, tandis 

que l'activation sélective de la voie indirecte inhibe le mouvement chez la souris (Kravitz 

et al., 2010; Tai et al., 2012). 

Ce modèle hautement simplifié a permis dans un premier temps de mieux comprendre 

le fonctionnement du striatum au sein des ganglions de la base en situation saine et 

pathologique. Toutefois, il ne prend pas en compte de nombreux paramètres comme la 

modulation de leur activité par les afférences GABAergiques (des interneurones ou 

d’autres MSNs). De plus, les MSNs striato-pallidaux et striato-nigraux ne reçoivent pas 

les mêmes afférences glutamatergiques et dopaminergiques et traitent ainsi des 

informations différentes (Nambu, 2008; Obeso and Lanciego, 2011). Au cours de la 

dernière décennie, le développement des souris BAC et des sondes calciques 

(rapporteur de l’activité neuronale) ont mis en évidence une activation de la voie directe 

et indirecte lors de l’initiation du mouvement. A l’inverse, lorsque l’animal est immobile, 

l’activité neuronale des deux voies est faible (Cui et al., 2013). Une activité concomitante 

de ces deux voies semble donc requise pour permettre une sélection de l’action 

(Tecuapetla et al., 2016).  

Lorsque l’on étudie l’incidence de la voie directe et indirecte dans la mise en place du 

mouvement, il est primordial de considérer également la voie dite « hyperdirecte » 

correspondant aux afférences corticales projetant directement sur le noyau sous 

thalamique, sans passer par le striatum (Figure 4) (Coudé et al., 2018; Georgopoulos et 

al., 1983; Nambu et al., 2002, 1996). Cette voie hyperdirecte agit plus rapidement sur le 

noyau sous-thalamique que les autres voies et permettrait d’inhiber les mouvements 

inappropriés (Chen et al., 2020; Nambu et al., 2002; Sano et al., 2013).  
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Figure 4 : schéma représentatif de l’organisation des ganglions de la base (figure reprise de 

Grillner et al. 2020). Les neurones dopaminergiques projettent dans le striatum, voie d’entrée 

des ganglions de la base, où la dopamine active les MSNs striato-nigraux (dSPN) et inhibe les 

MSNs striato-pallidaux (iSPN). Les MSNs striato-nigraux forment la voie directe en ciblant la 

voie de sortie des ganglions de la base : la SNr/GPi (substance noire réticulée et globus pallidus 

interne). Les MSNs striato-pallidaux forment la voie indirecte via le GPe (globus pallidus 

externe), STN (noyau sous-thalamique), SNr/GPi. La voie de sortie des ganglions de la base 

inhibe le colliculus supérieur (SC), la région mésencéphalique (MLR) et diencéphalique (DLR) 

et le thalamus. La voie hyperdirecte correspond aux afférences corticales vers le STN. Les 

neurones glutamatergiques sont représentés en rose, les neurones GABAergiques en bleu et les 

neurones dopaminergiques en vert (Grillner et al., 2020) 

Ainsi le modèle considérant la voie hyperdirecte, directe et indirecte propose le 

fonctionnement suivant des ganglions de la base dans l’initiation du mouvement : 

l’activité neuronale de la voie hyperdirecte agit en premier sur les noyaux sous-

thalamiques et inhibe les mouvements inappropriés, ensuite la voie directe via 

l’inhibition de la substance noire pars reticulata favorise le mouvement souhaité et enfin 

l’action de la voie indirecte sur la substance noire permet de terminer le mouvement 

(Cui et al., 2013; Sano et al., 2013; Schmidt et al., 2013). Ces données suggèrent que 

l’aspect temporel d’activation de chaque voie est essentiel au fonctionnement du 

striatum. 
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1.2.2 – Propriétés électriques des MSNs 

Les MSNs partagent des propriétés électriques communes. Ils peuvent se trouver dans 

deux états appelés état bas (down state) ou état haut (up state) correspondant à un 

potentiel membranaire allant, respectivement, de -94 mV à -60 mV et de -60 mV à 40 

mV (Matell and Meck, 2004; Wilson and Kawaguchi, 1996). L’état bas correspond à un 

potentiel membranaire hyperpolarisé et est dû à l’activation des canaux potassiques 

entrants rectifiants (canaux Kirs, inwardly rectifying potassium-selective channel). Dans 

cet état, les stimuli glutamatergiques isolés ne sont pas suffisants pour dépolariser la 

membrane des MSNs et permettre aux MSNs de passer dans un état haut (Kawaguchi 

et al., 1989; Kita et al., 1984; Nisenbaum and Wilson, 1995). Seule une activité 

glutamatergique corticale coordonnée permet une désactivation des canaux Kirs et une 

activation des canaux potassiques voltage dépendant (Kv, voltage-gated potassium 

channel) (Kv4.2, Kv1.2 et Kv7) (James Surmeier et al., 1989; Kreitzer, 2009; Surmeier et 

al., 1991; Tkatch et al., 2000; Wilson and Kawaguchi, 1996). Les MSNs agissent donc 

comme des détecteurs de coïncidence de l’activité corticale. C’est dans cet état haut 

que les MSNs peuvent produire des potentiels d’action à basse fréquence (Wilson and 

Kawaguchi, 1996). Par ailleurs, les MSNs striato-pallidaux présentent une probabilité de 

décharge plus grande que les MSNs striato-nigraux causée par une plus faible expression 

des canaux Kirs (Gertler et al., 2008; Kreitzer and Malenka, 2007; Planert et al., 2013). 

De plus, seuls les canaux Kirs des MSNs striato-pallidaux sont inhibés par les récepteurs 

muscariniques M1, cette différence étant probablement causée par une composition 

différentes des sous-unités des canaux Kirs (Shen et al., 2007). Cela suggère que les 

MSNs striato-pallidaux sont plus prompts à passer dans un état haut que les MSNs 

striato-nigraux. 

La libération de dopamine module l’état dans lequel se trouvent les MSNs : la dopamine 

induit une dépolarisation et augmente l’excitabilité des MSNs striato-nigraux, tandis 

qu’elle diminue l’excitabilité des MSNs striato-pallidaux (Planert et al., 2013).  

1.2.3 – Modulation de la voie AMPc/PKA dans les MSNs 

Les MSNs striato-nigraux et striato-pallidaux se différencient également par leurs 

caractéristiques biochimiques, notamment en exprimant des récepteurs différents. Les 

MSNs striato-nigraux expriment les récepteurs à la dopamine D1, les récepteurs 

muscariniques M4 et les récepteurs à l’adénosine A1. Les neurones striato-pallidaux 

expriment les récepteurs à la dopamine D2 et les récepteurs à l’adénosine A2A. Plusieurs 

études ont par ailleurs montré une co-expression des récepteurs D1 et D2 : chez le rat, 

environ 6 % des MSNs du striatum dorsal et 30 % des MSNs du striatum ventral (Bertran-
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Gonzalez et al., 2008; Perreault et al., 2010), chez la souris ces chiffres étant, 

respectivement, 4 % et 15 % (Bertran-Gonzalez et al., 2008; Hasbi et al., 2020).  

Dans la suite du manuscrit, je nommerai les MSNs striato-nigraux, MSNs D1, et les MSNs 

striato-pallidaux, MSNs D2. 

1.2.3.1 – Stimulation de la voie AMPc/PKA 

1.2.3.1.1 – Les récepteurs couplés aux protéines G 

Les récepteurs à la dopamine, les récepteurs muscariniques et les récepteurs à 

l’adénosine appartiennent à la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). 

Ces récepteurs sont membranaires et composés de sept hélices α hydrophobes 

transmembranaires, avec un domaine N-terminal extracellulaire et un domaine  

C-terminal intracellulaire. Les principaux effecteurs des RCPG sont les protéines 

hétérotrimériques G. Elles sont composées de trois sous-unités Gα, Gβ et Gγ. A l’état 

inactif, la sous-unité Gα lie une molécule de GDP (guanosine diphosphate). Lorsque 

l’agoniste se lie sur le RCPG, un changement de conformation du récepteur induit un 

recrutement de la protéine G. Suite à ce couplage, la sous-unité Gα libère le GDP pour 

lier une molécule de GTP (guanosine triphosphate) et se dissocie des deux autres sous-

unités. Chaque sous-unité peut alors moduler les protéines cibles, telles que les adénylyl 

cyclases (AC) ou les phospholipases C. L’extinction du signal se fait par les RGS (regulator 

of G-protein signaling) qui hydrolysent le GTP en GDP. Ainsi la protéine hétérotrimérique 

G peut se reformer. Contrairement aux récepteurs ionotropiques, l’activation des RCPG 

induit une suite d’activation de différentes protéines. Ces récepteurs sont donc associés 

à des réponses intracellulaires plus lentes (de l’ordre de 100 ms). Les RCPG constituent 

des sites accessibles à la surface membranaire et régulent de nombreux processus 

physiologiques, tels que la transmission neuronale, la signalisation hormonale, 

l’inflammation, la vision, etc… Cela les rend particulièrement attractifs pour le 

développement de nouvelles drogues pharmacologiques. Aujourd’hui, environ 35 % des 

médicaments approuvés par l’agence fédérale américaine des produits alimentaires et 

médicamenteux (U.S. food and drug administration, FDA) ciblent les RCPG (Hauser et 

al., 2017). 
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Figure 5 : Voies de signalisation AMPc/PKA, NO/GMPc et calcium dans le striatum. Les 

afférences dopaminergiques (bleu) et glutamatergiques (jaune) sont représentées dans le coin 

supérieur droit ; les interneurones NOergiques (vert) et ChIN (turquoise) dans le coin supérieur 

gauche ; et les MSNs D1 et D2 (gris) dans la moitié inférieure. Les PDE (rouge) sont à l’interface 

des trois voies de signalisation AMPc/PKA (bleu), NO/GMPc (vert) et calcique (jaune). D1/2 : 

récepteur à la dopamine type 1/2 ; M1 à 5 : récepteur muscarinique de type 1 à 5 ; A2A : récepteur 

à l’adénosine ; NMDA : récepteur au glutamate de type NMDA ; nACh : récepteur nicotinique ; 

DAT : transporteur à la dopamine ; Golf / Gi/o / Gq : protéine G ; sGC : guanylyl cyclase soluble ; 

AC : adenylyl cyclase ; nNOS : NO synthase neuronal ; cAMP : adénosine monophosphate 

cyclique ; cGMP : guanosine monophosphate cyclique ; PDE : phosphodiestérases ; PKA : 

protéine kinase A ; PKG : protéine kinase dépendante du GMPc ; PP-1/2B : phosphatase 1/2B  

Les récepteurs à la dopamine sont couplés à la voie AMPc/PKA (AMPc : adénosine 

monophosphate cyclique ; PKA : protéine kinase A) (Girault, 2012) (figure 5) et ont été 

séparés en deux familles, en fonction de leur action sur cette voie de signalisation : les 

récepteurs de type D1 (avec les récepteurs D1 et D5) favorisent la production d’AMPc 

(Tiberi et al., 1991) et les récepteurs de type D2 (avec les récepteurs D2, D3 et D4) 
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l’inhibent (Andersen et al., 1990; Niznik and Van Tol, 1992; Sibley and Monsma, 1992; 

Vallone et al., 2000). Chaque récepteur est codé par un gène et seuls les récepteurs de 

la famille D2 présentent des introns et des épissages alternatifs conduisant à des formes 

courtes ou longues du récepteur (Gingrich and Caron, 1993; Giros et al., 1989). Les 

récepteurs D1 sont couplés à la protéine GαS/olf. L’activation des récepteurs D1 mène à 

l’activation des AC. Les AC catalysent alors la conversion de l’ATP (adénosine 

triphosphate) en AMPc et pyrophosphate, en présence d’ion magnésium Mg2+. Dans les 

MSNs, l’isoforme majoritairement exprimée évolue au cours de la vie. Effectivement, 

l’AC1 est majoritairement exprimée dans le striatum du rat jeune, ensuite c’est l’AC5 qui 

prédomine chez l’adulte (Glatt and Snyder, 1993; Matsuoka et al., 1997). L’activation 

des récepteurs D1 conduit à une augmentation des niveaux intracellulaires d’AMPc.  A 

l’inverse, les récepteurs D2 sont couplés à la protéine Gαi/o. Le recrutement de cette 

protéine G induit une régulation négative des AC, et donc une diminution de la 

production d’AMPc (Enjalbert and Bockaert, 1983; Kebabian and Calne, 1979; Kebabian 

and Greengard, 1971; Missale et al., 1998). 

Le récepteur M4 et le récepteur A2A sont exprimés préférentiellement dans les MSNs D1 

et D2, respectivement (figure 5) (Hersch et al., 1994; Ince et al., 1997; Lillrank et al., 

1999; Rosin et al., 1998). Ils sont, respectivement, associés à la protéine Gαi/o et GαS/olf 

et favorisent la dégradation et la production d’AMPc (Nair et al., 2019; Yapo et al., 2017). 

Ainsi, leur action s’oppose à celle du récepteur D1 et du récepteur D2, respectivement.  

Parmi ces RCPG, certains peuvent s’associer entre eux et former des complexes hétéro-

oligomériques dans les MSNs. Ces hétéromères peuvent se former entre RCPG de même 

type (par exemple l’hétéromère D1/D2 ou D1/D3) ou entre RCPG de différents types (par 

exemple l’hétéromère A2A/D2). La formation de ces hétéromères modifie leur couplage 

aux protéines G associées (Misganaw, 2021; Perreault et al., 2014). Par exemple, lorsque 

le récepteur D2 s’associe au complexe récepteur A2A/GαS/olf, cela conduit l’activation de 

la phospholipase C. A l’inverse, lorsque le récepteur A2A s’associe au complexe récepteur 

D2/Gαi/o, cela conduit à une interaction avec la β-arrestin et l’internalisation du 

complexe (Borroto-Escuela et al., 2011; Ferré et al., 2018; Trifilieff et al., 2011). Ces 

hétéromères ont principalement été caractérisés dans des cellules en culture (comme 

les cellules HEK293) (Borroto-Escuela et al., 2011; Guitart et al., 2019, 2014). L’existence 

de ces hétéromères in vivo demeure controversée. Certaines études ont montré 

l’existence des hétéromères D1/D2 dans les MSNs, avec une forte présence dans le 

striatum ventral (91 % des MSNs) et une plus faible proportion dans le striatum dorsal 

(24 %) (Lee et al., 2004; Perreault et al., 2010; Rashid et al., 2007b, 2007a).  L’activation 

de l’hétérodimère D1/D2 mène d’une part à l’activation de la voie calcique via la protéine 

Gαq/11 et la protéine kinase calcium/calmoduline-dépendante (CaMKII) (Hasbi et al., 
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2009; Perreault et al., 2016) et d’autre part à l’augmentation de la transmission 

GABAergique (en augmentant l’expression de l’enzyme de synthèse du GABA) (Perreault 

et al., 2012). L’utilisation des souris transgéniques BAC exprimant des protéines 

fluorescentes sous contrôle du promoteur codant pour la récepteur D1 (Drd1a) ou D2 

(Drd2) montre une colocalisation des récepteurs D1 et D2 dans de plus faibles 

proportions (17 % dans le striatum ventral « shell » et 5-6 % dans le striatum dorsal et 

striatum ventral « core ») (Bertran-Gonzalez et al., 2008). Récemment, une approche 

génétique a permis de cibler spécifiquement les neurones co-exprimant les récepteurs 

D1 et A2A et montre une colocalisation des récepteurs D1 et D2 dans 6 à 7 % des MSNs du 

striatum (ventral et dorsal) (Bonnavion et al., 2022). Cette population de MSNs projette 

uniquement dans le globus pallidus externe (Bonnavion et al., 2022), en cohérence avec 

une étude montrant, à l’aide d’un marquage rétrograde, que les neurones projetant 

dans la substance noire réticulée expriment uniquement le récepteur D1 (Matamales et 

al., 2009). L’optoactivation de cette sous-population de MSNs montre un rôle dans la 

locomotion qui dépend de l’activation des MSNs D1 ou D2. Effectivement, lors d’une co-

activation avec les MSNs D1 ou MSN D2, ils présentent, respectivement, un effet pro- 

ou anti-kinétique (Bonnavion et al., 2022). Si plusieurs études montrent la présence 

d’une colocalisation des récepteurs D1 et D2 dans une faible proportion des MSNs, cela 

ne démontre pas la formation d’hétéromères. De plus, leur rôle fonctionnel reste à 

déterminer. Dans le striatum dorsal, une stimulation pharmacologique spécifique aux 

récepteurs D1 ou D2 conduit à une ségrégation totale entre les MSNs striatonigraux et 

striatopallidaux (Bertran-Gonzalez et al., 2008). L’étude de la dynamique de la voie 

AMPc/PKA par imagerie de biosenseurs révèle également une ségrégation totale dans 

le striatum dorsal lors d’une stimulation pharmacologique des récepteurs D1 ou D2 

(Mariani et al., 2019; Polito et al., 2015; Yapo et al., 2017).  

1.2.3.1.2 – Les effecteurs de l’AMPc  

L’AMPc agit sur plusieurs cibles : la protéine kinase dépendante de l’AMPc (PKA) (Taskén 

and Aandahl, 2004; Taylor et al., 1990), les canaux membranaires HCN produisant le 

courant de type Ih (HCN, hyperpolarisation-activated cyclic-nucleotid modulated cation 

non-selective channel) (Kaupp and Seifert, 2001), les canaux activés par les nucléotides 

cycliques (CNG, cyclic nucleotide-gated ion channel) (Craven and Zagotta, 2006) et les 

protéines Epac liant les nucléotides cycliques (protéine d’échange activée par l’AMPc, 

exchange protein activated by cAMP) (Gloerich and Bos, 2010). 

Dans le striatum, les canaux HCN sont particulièrement exprimés par les ChIN (cf. 0 Les 

interneurones cholinergiques) (Bennett et al., 2000; Kawaguchi, 1992; Notomi and 

Shigemoto, 2004). Concernant les CNG, aucune expression n’a été démontrée dans le 

striatum jusqu’à aujourd’hui. Quant aux protéines Epac, deux isoformes existent,  
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Epac 1 et Epac 2, et sont exprimées dans le striatum (Kawasaki et al., 1998). Ces 

protéines comportent une région catalytique en C-terminal et une région régulatrice en 

N-terminal. La région catalytique contient un facteur d’échange de la guanine qui 

permet de catalyser l’échange du GDP en GTP sur les petites protéines G effectrices 

d’Epac, dont Rap (Ras related protein). Au niveau de la région régulatrice se trouve le 

domaine de liaison à l’AMPc (domaine CNB, cyclic nucleotide-binding domain). La liaison 

de l’AMPc au domaine CNB induit un changement de conformation de la protéine Epac, 

qui rend alors accessible le site catalytique en faveur de l’activation des protéines Rap. 

Ce mécanisme d’activation d’Epac par liaison de l’AMPc a été utilisé dans la conception 

des biosenseurs FRET (transfert d’énergie entre molécules fluorescentes) à l’AMPc 

(Nikolaev et al., 2004). Dans les neurones, les protéines Epac jouent un rôle dans la 

libération des neurotransmetteurs et la plasticité synaptique, la différenciation 

neuronale ou encore la croissance axonale (Gloerich and Bos, 2010; Lee, 2021). 

Au sein du striatum, une des cibles de l’AMPc est la PKA. Son activité consiste à 

phosphoryler les acides aminés sérine et thréonine présents dans des sites consensus 

des protéines cibles. Ainsi la PKA appartient à la famille des kinases sérine/thréonine. La 

PKA, dans son état inactif, est constituée de deux sous-unités catalytiques (notées C) et 

deux sous-unités régulatrices (notées R) qui empêchent l’action catalytique des sous-

unités C. Trois isoformes des sous-unités catalytiques (Cα, Cβ et Cγ) existent. Dans le 

striatum sont principalement retrouvées les sous-unités Cα et Cβ. Concernant les sous-

unités régulatrices, quatre isoformes (RIα, RIβ, RIIα et RIIβ) existent. Les sous-unités 

régulatrices ont un site d’ancrage aux protéines d’ancrage de la protéine kinase A (AKAP, 

A kinase anchoring protein), leur permettant d’être ancrées à des compartiments 

subcellulaires spécifiques, proches de leurs substrats cellulaires (e.g. sites 

postsynaptiques ou régions périnucléaires) (Girault, 2012; Taylor et al., 2008). Chaque 

sous-unité régulatrice a la capacité de lier deux molécules d’AMPc. Lorsque quatre 

molécules d’AMPc se lient aux sous-unités régulatrices, un changement de 

conformation de ces sous-unités se produit et conduit à la dissociation des sous unités 

catalytiques. Les sous-unités RII présentent une affinité élevée pour les AKAP, de l’ordre 

du nM, tandis que les sous-unités RI ont une affinité moins importante (Herberg et al., 

2000). Dans le striatum, RIIβ  constitue la sous-unité régulatrice principale (Brandon et 

al., 1998). Par liaison à l’AKAP5 et la protéine-2 associée aux microtubules (MAP2), RIIβ 

se trouve majoritairement dans les dendrites des MSNs (Weisenhaus et al., 2010). La 

sous-unité RIα est également exprimée dans les MSNs. Elle présente une affinité plus 

faible pour l’AKAP et est localisée préférentiellement dans le corps cellulaire. 

L’inactivation de la PKA de type I (contenant RIα) spécifiquement dans les MSNs diminue 

l’expression du gène immédiat-précoce c-fos et réduit significativement l’activité 

locomotrice de ces souris (Yang et al., 2014). Bien que son inactivation réduise l’activité 
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totale de la PKA de seulement 10 %, la PKA de type I joue un rôle majeur dans la 

locomotion. 

Une fois libérées des sous unités régulatrices, les sous unités catalytiques phosphorylent 

diverses cibles membranaires (e.g. courants sAHP (slow afterhyperpolarization), 

récepteurs au glutamate de type NMDA et AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid)), cytoplasmiques (e.g. DARPP-32 (32-kDa DA and cAMP-

regulated phosphoprotein)) et nucléaires (e.g. CREB, cAMP response element-binding 

protein). La phosphorylation des cibles de la PKA joue un rôle essentiel dans l’excitabilité 

des neurones, la régénération axonale ou encore la formation du cône de croissance 

(Cheng et al., 2011; Murray et al., 2009).  

Les MSNs expriment fortement et spécifiquement la protéine DARPP-32, cible de la PKA 

(Walaas et al., 1983). L’état phosphorylé de la DARPP-32 dépend de l’activation des 

récepteurs à la dopamine. Effectivement, les agonistes des récepteurs D1 et D2 

conduisent, respectivement, à une augmentation et diminution des niveaux de 

phosphorylation de la DARPP-32 (Calabresi et al., 2000; Girault and Greengard, 2004; 

Nishi et al., 1997). Plusieurs sites de phosphorylation de la PKA se trouvent sur la  

DARPP-32 (figure 6) et régulent son activité et sa localisation. Un des sites de 

phosphorylation correspond à la Thréonine 34 (Thr34) et agit principalement comme un 

signal d’amplification de la PKA. Effectivement, une fois phosphorylée sur la Thr34, la 

DARPP-32 devient un puissant inhibiteur de la phosphatase 1 (PP1) (figure 6), avec une 

concentration inhibitrice médiane de l’ordre du nM (IC50 = 10-9 M) (Hemmings et al., 

1984), inhibant ainsi la déphosphorylation des cibles de la PKA. A l’inverse, la 

phosphorylation de la thréonine 75 (Thr75) par la protéine kinase cyline-dépendante 

(CDK5 cyclin-dependent protein kinase 5) fait de la DARPP-32 un puissant inhibiteur de 

la PKA (figure 6) (Bibb et al., 1999). Un autre site de phosphorylation (Serine 97) 

détermine la localisation de la DARPP-32. Effectivement, la phosphorylation de ce site 

active le signal d’export nucléaire et favorise une localisation cytoplasmique. A l’inverse, 

la déphosphorylation de la Ser97 par la PP2A favorise une localisation nucléaire 

(Stipanovich et al., 2008). Les conséquences de ces mécanismes seront détaillées dans 

la partie Transduction du signal dopaminergique dans les MSNs. L’utilisation des souris 

BAC a permis d’identifier différentiellement la DARPP-32 exprimée dans les MSNs D1 de 

celle exprimée dans les MSNs D2 et ainsi de montrer que les phosphorylations de la 

DARPP-32 sur la Thr34 et sur la Thr75 ont lieu par effet miroir dans les MSNs D1 et les 

MSNs D2.  En effet, sur tranches de cerveau, l’application d’un agoniste des récepteurs 

D1 induit, respectivement, l’augmentation et la diminution des niveaux de 

phosphorylation sur la Thr34 et de la Thr75. L’application d’un agoniste des récepteurs 

D2 induit l’effet inverse (Bateup et al., 2008). Un modèle de souris KO pour la DARPP-32 
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a été développé. Bien que ce modèle murin soit viable et fertile, les souris présentent 

une réponse aux psychotropes diminuée ainsi qu’une perte de dépression et 

potentiation à long terme par rapport aux souris wild-type (WT) (Calabresi et al., 2000; 

Fienberg et al., 1998; Hiroi et al., 1999; Svenningsson et al., 2003). Dans ce modèle, la 

stimulation des récepteurs D1 induit une réponse électrophysiologique plus faible que 

chez le modèle WT (Fienberg et al., 1998), suggérant une réduction voire une absence 

d’amplification du signal de la PKA. L’état de phosphorylation de la DARPP-32 (par 

exemple Thr34 ou Thr75) détermine alors son effet sur la voie AMPc/PKA et d’autres 

effecteurs. 

 

Figure 6 : sites de phosphorylation de la DARPP-32 (figure simplifiée, reprise de Girault, 

2012). Les kinases (PKA, protéine kinase A ; CK1/2, caséine kinase 1/2 ; CKD5, kinase 

dépendante de la cycline) et leurs sites de phosphorylation sur la DARPP-32 sont indiqués en haut 

du schéma. L’effet de chaque phosphorylation est indiqué en bas du schéma. Les actions de 

déphophorylation par PP2A ou PP2C (protéine phosphatase 2A/2C) sont indiquées 

spécifiquement pour chaque site. Le numéro des résidus correspond à ceux retrouvés chez la 

souris (Girault, 2012). 

1.2.3.2 – Phosphatases et phosphodiestérases : contrôle négatif de la voie 

AMPc/PKA 

Une fois activée, toute voie de signalisation doit être régulée négativement afin de 

mettre fin au signal. Dans la voie AMPc/PKA, ce contrôle négatif est effectué par deux 

types d’enzymes qui agissent à deux niveaux de la cascade : les phosphodiestérases 

(PDE) hydrolysent l’AMPc en AMP (adénosine monophosphate), et les phosphatases 

déphosphorylent les cibles de la PKA.  
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1.2.3.2.1 – Les phosphatases 

La phosphorylation des protéines est un moyen relativement rapide pour convertir un 

signal extracellulaire en un signal intracellulaire et engendrer une multitude de 

processus (e.g. l’internalisation de récepteurs membranaires, l’inactivation de canaux, 

l’activation de protéines, l’expression de gènes…). Pour que ce signal soit efficace, il doit 

perdurer pendant un temps précis. Ainsi la suppression du groupement phosphate des 

protéines est aussi importante que la phosphorylation elle-même. Les phosphatases, en 

déphosphorylant les protéines phosphorylées par la PKA, délimitent le temps d’action 

de la voie AMPc/PKA. A l’instar des kinases de la famille Sérine/thréonine, les 

phosphatases qui déphosphorylent leurs cibles appartiennent à la famille des 

phosphatases Sérine/thréonine. Toutefois, sachant que la famille des kinases 

sérine/thréonine est composée d’environ 400 protéines, il est remarquable de constater 

que la famille de phosphatases ne contient qu’une quarantaine de protéines. Ces 

phosphatases n’en sont pourtant pas moins diverses, et cette diversité est réalisée par 

la formation de complexes protéiques. Dans cette famille de phosphatases, un sous type 

de famille est nommé phosphoprotéine phosphatases (PPP) et contient 7 sous-groupes 

(PP1 à PP7). 90 % de ces PPP sont représentées par les phosphatases PP1 et PP2A (Bollen 

et al., 2010; Moorhead et al., 2007; Virshup and Shenolikar, 2009). Dans les MSNs, les 

phosphatases principalement exprimées sont PP1, PP2A et PP2B (aussi appelé PP3 ou 

calcineurine) 

La phosphatase PP1 est codée par trois gènes, codant pour 3 sous-unités catalytiques 

PP1α, PP1β/δ, PP1γ (avec l’isoforme PP1γ1 et PP1γ2) (Bollen et al., 2010; Peti et al., 2013). 

PP1 peut se lier à plus de 200 protéines et ainsi constituer jusqu’à plus de 650 complexes 

protéiques différents (Bollen et al., 2010). La nature de ces complexes détermine leur 

localisation subcellulaire ainsi que leur spécificité de substrat. PP1 est la phosphatase la 

plus exprimée dans les MSNs. Elle déphosphoryle de nombreuses cibles de la PKA. Son 

activité catalytique est notamment bloquée par la DARPP-32 (Hemmings et al., 1984). 

Ce mécanisme d’inhibition par la DARPP-32 renforce l’activation de la voie AMPc/PKA 

(Walaas and Greengard, 1984), comme décrit précédemment (figure 6). 

La PP2A est un hétérotrimère composé d’une sous-unité d’échafaudage notée A, une 

sous-unité régulatrice variable notée B et une sous-unité catalytique notée C. Il existe 

plusieurs sous-types de chaque unité, chaque sous-type étant codé par un gène. Ainsi il 

existe une grande diversité de complexes hétérotrimériques PP2A, chacun ayant, à 

l’instar de PP1, une localisation et spécificité propre (Slupe et al., 2011). PP2A contient 

un site de phosphorylation par la PKA (Usui et al., 1998). Une fois phosphorylée, PP2A  

change de conformation et déphosphoryle, entre autre, le résidu Thr75 de la DARPP-32 
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(figure 6) (Ahn et al., 2007; Nishi et al., 1999). Ce mécanisme lève l’inhibition de la PKA 

par la DARPP-32.  

La PP2B (aussi nommé PP3 ou calcineurine) est une phosphatase dont l’activité dépend 

du calcium et de la calmoduline. La PP2B est un hétérodimère constitué d’une sous-

unité catalytique A et d’une sous-unité régulatrice B. Les sous-unités A sont codées par 

trois gènes tandis que les sous-unités B sont codées par deux gènes. Dans le striatum, 

l’activité de la PP2B est stimulée par l’entrée de calcium suite à l’activation des 

récepteurs au glutamate AMPA et NMDA. Or, une des cibles majeures de la PP2B est la 

Thr34 de la DARPP-32 (figure 6). Ainsi l’activation des récepteurs AMPA et NMDA 

s’oppose à l’activation de la voie AMPc/PKA (Nishi et al., 2002, 1999). 

1.2.4 – Les phosphodiestérases  

Les PDE, par leur activité d’hydrolyse de l’AMPc, sont essentielles pour déterminer le 

profil temporel de la voie AMPc/PKA. Elles sont d’importants régulateurs des voies de 

signalisation cellulaire et jouent un rôle dans de nombreuses pathologies. 

Chez les mammifères, les PDE sont codées par 21 gènes et se divisent en 11 familles 

(PDE1 à PDE11). Chaque gène codant pour une PDE est à l’origine de plusieurs variants 

d’épissage alternatif qui déterminent les propriétés de localisation subcellulaire, 

d’activité enzymatique ou encore de régulation allostérique. Toutes les PDE sont 

composées d’un domaine régulateur N-terminal, d’un domaine catalytique puis d’un 

domaine C-terminal (Bolger, 1994; Thompson, 1991). Certaines PDE peuvent également 

former des homodimères. Les PDE peuvent se diviser en trois groupes : les PDE 

hydrolysant spécifiquement l’AMPc (PDE4, PDE7, PDE8), les PDE hydrolysant 

spécifiquement le GMPc (guanosine monophosphate cyclique) (PDE5, PDE6, PDE9) et 

les PDE hydrolysant l’AMPc et le GMPc (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10, PDE11). Parmi les 

PDE hydrolysant les deux seconds messagers, elles présentent toutes une affinité plus 

élevée pour l’un des deux. Cette affinité serait dépendante de la nature des acides-

aminés présents autour de la glutamine, hautement conservée, qui établit deux liaisons 

hydrogènes avec le second messager. Toutefois, les études de cristallographie n’ont pas 

encore élucidé précisément ce mécanisme (Ke and Wang, 2007; Lau and Cheng, 2012; 

Zhang et al., 2004). 
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Figure 7 : Affinité des PDE exprimées dans le striatum pour l’AMPc (figure reprise de 

Neves-Zaph, 2017). L’affinité de chaque PDE est représentée par la constante de Michaelis 

Menten (Km). Chaque boîte colorée représente l’étendue des valeurs de Km retrouvés dans la 

littérature pour chaque PDE (Neves-Zaph, 2017). 

De nombreux inhibiteurs pharmacologiques ont été développés. La structure 

moléculaire de ces enzymes permet effectivement la conception de ligands présentant 

une haute affinité. Des inhibiteurs spécifiques à chaque type de PDE ont été développés. 

L’inhibiteur de la PDE5 est l’un des inhibiteurs le plus connu, et le seul véritablement 

utilisé à grande échelle en clinique. Il est utilisé pour le traitement des 

dysfonctionnements érectiles et de l’hypertension artérielle pulmonaire (sildenafil, 

tadalafil, vardenafil) (Gomez and Breitenbucher, 2013). Le succès de ce traitement a 

ainsi motivé le développement d’autres inhibiteurs de PDE. Aujourd’hui, plusieurs 

inhibiteurs spécifiques à chaque PDE sont disponibles. Et plusieurs essais cliniques 

ciblant les PDE sont en cours concernant des pathologies du système nerveux central, 

principalement les déficits cognitifs (Sanders and Rajagopal, 2020).  

Toutes les PDE sont exprimées dans le cerveau. Dans les MSNs, seuls les messagers des 

Pde1b, Pde2a, Pde7b et Pde10a sont fortement exprimés, les Pde4b et Pde8b l’étant 

plus marginalement (Kelly et al., 2014; Lakics et al., 2010). Toutefois, aucune étude n’a 

pu démontrer la présence des protéines PDE7B et PDE8B. Ainsi, je détaillerai dans la 

suite de cette partie uniquement la PDE1B, PDE2A, PDE4B et PDE10A. La PDE3, exprimée 

par les interneurones cholinergiques striataux, est détaillée dans la partie 1.3.4 – les PDE 

dans les ChIN ?. 
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Figure 8 : Structure schématique des PDE1, PDE2, PDE4 et PDE10 (figure reprise et 

simplifiée de Baillie et al. 2019). La partie N-terminal (gauche) contient les domaines régulateurs 

spécifiques à chaque PDE, tandis que la partie C-terminal (droite) contient les domaines 

catalytiques (représentés par les demi-ellipses). La taille relative des PDE ainsi que la distance 

relative entre chaque domaine est basé d’une estimation à partir de la base de données 

Pfam/Uniprot. La plus longue isoforme est représentée pour chaque PDE. PDE : 

phosphodiestérase ; GAF : cGMP : binding PDE Anabaena adenylyl cyclases and Escherichia 

coli FhlA ; CaM : Calmoduline ; UCR1/2 : upstream conserved region 1/2 (Baillie et al., 2019) 

1.2.4.1 – Phosphodiestérase 1 

La PDE1 est la seule PDE dont l’activité dépend du calcium régulé par la calmoduline. 

C’est la raison pour laquelle elle fut d’abord nommée PDE stimulée par la calmoduline 

(calmodulin-stimulated PDE). Ainsi la PDE1 se trouve à l’interface entre les voies de 

signalisation de l’AMPc, du GMPc et du calcium, respectivement stimulées dans les 

MSNs par la dopamine, la production de NO et l’activité électrique combinée aux 

récepteurs NMDA au glutamate. Trois gènes codent pour la PDE1 (PDE1A, B et C) et 

conduisent à plus de 10 isoformes (Bolger, 2006). La PDE1B est fortement exprimée dans 

le striatum (Repaske et al., 1993). Dans les MSNs, elle est cytosolique et hydrolyse 

préférentiellement le GMPc (Km = 5 µM pour le GMPc, Km = 33 µM pour l’AMPc) (figure 

7) (Keravis and Lugnier, 2012; Poppe et al., 2008). Son domaine régulateur contient deux 

sites de liaison au complexe calcium/calmoduline (figure 8). Le changement de 

conformation induit par la liaison du complexe calcium/calmoduline augmente la vitesse 

d’hydrolyse des nucléotides cycliques sans impacter l’affinité pour chacun d’eux. La 

phosphorylation de la PDE1B par la CaMKII diminue l’affinité de la PDE1B pour le 

complexe calcium/calmoduline et ainsi diminue sa vitesse de dégradation (Keravis and 

Lugnier, 2012). Le rôle fonctionnel de la PDE1B dans la régulation des niveaux d’AMPc 

et de GMPc a été étudié à l’aide de l’imagerie de biosenseur FRET Epac-SH150 et cyGNAL, 

respectivement (Betolngar et al., 2019). L’activation des récepteurs NMDA induit une 

entrée de calcium qui active la PDE1B. Cette activation est nécessaire à la dégradation 

de l’AMPc et du GMPc par la PDE1B (Betolngar et al., 2019). De plus, l’activation 

concomitante des récepteurs à la dopamine et NMDA conduit à une diminution de la 

réponse transitoire à la dopamine dans les MSNs D1 et à une réduction de la plasticité 
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synaptique de type potentiation à long terme mediée par l’activité de la PDE1 (LTP, long 

term potentiation) (Betolngar et al., 2019). Par ailleurs, ce mécanisme ne semble pas 

être spécifique au striatum. Effectivement, l’inhibition de la PDE1 (par l’inhibiteur ITI-

214) conduit à une amélioration des performances cognitives chez le rat (Snyder et al., 

2016) et de la mémoire de travail via l’augmentation de la transmission synaptique dans 

le cortex préfrontal (Pekcec et al., 2018).  

1.2.4.2 – Phosphodiestérase 2 

La PDE2A est exprimée dans l’ensemble du striatum et est également retrouvée dans 

d’autres régions cérébrales telles que l’hippocampe, le cortex, le cervelet (Repaske et 

al., 1993; Sonnenburg et al., 1991; Stephenson et al., 2012). En dehors du cerveau, elle 

est principalement exprimée dans le cœur et le rein (Sonnenburg et al., 1991). La PDE2A 

est codée par un seul gène, avec trois variants d’épissage : PDE2A1 (Sonnenburg et al., 

1991), PDEA2 (Yang et al., 1994) et PDE2A3 (Rosman et al., 1997). Ces variants diffèrent 

par leur séquence N-terminale sur les résidus 25 à 46 qui déterminent leur localisation 

subcellulaire : la PDE2A1 est soluble et cytoplasmique tandis que les PDE2A2 et PDE2A3 

sont membranaires (Murashima et al., 1990; Whalin et al., 1991; Yang et al., 1994). 

L’ancrage de la PDE2A2 se fait par un domaine hydrophobe (Yang et al., 1994) tandis 

que la PDE2A3 est associée à la membrane synaptique par la myristoylation d’une 

glycine en N-terminal (Russwurm et al., 2009). La PDE2A2 a également été retrouvée 

dans la matrice mitochondriale où elle est responsable de la dégradation de l’AMPc 

(Acin-Perez et al., 2011). Cet adressage mitochondrial est possible via 17 résidus situés 

en N-terminal de la PDE2A2 (Acin-Perez et al., 2011). Ces isoformes possèdent toutefois 

les mêmes propriétés enzymatiques et aucune spécificité concernant leur expression 

tissulaire n’a été mise en évidence (Beavo et al., 2007). La PDE2A a une meilleure affinité 

pour le GMPc (Km = 10 µM) que pour l’AMPc (Km = 30 µM) (figure 7), avec toutefois une 

vitesse de dégradation similaire (Vmax = 120 µmol/min/mg) (Martins et al., 1982; Neves-

Zaph, 2017; Thomas et al., 1990). La PDE2A possède sur son site régulateur N-terminal 

deux domaines GAF hautement conservés (cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl 

cyclases and FhlA) nommés GAF-A et GAF-B (figure 8) (Martinez et al., 2002). Le domaine 

GAF-B présente un site de liaison aux nucléotides cycliques, avec une haute affinité pour 

le GMPc (KD < 10 nM), soit 10 à 30 fois supérieure de celle pour l’AMPc (Martinez et al., 

2002; Pandit et al., 2009; Wu et al., 2004). Lorsque la PDE2A se trouve sous forme d’un 

homodimère, l’étude structurale par cristallographie montrent que le domaine 

catalytique d’un monomère repose sous le domaine GAF-B de l’autre monomère, en 

défaveur de l’accessibilité du domaine catalytique au substrat (Pandit et al., 2009). La 

liaison du GMPc sur les domaines GAF-B conduit à un changement de conformation de 

l’homodimère : l’hélice LH2 reliant le domaine GAF-B au domaine catalytique subit une 



36 
 

réorganisation relative en faveur d’une meilleure accessibilité du domaine catalytique 

pour le substrat (figure 9). La liaison du GMPc (dans des concentrations physiologiques 

de GMPc, soit entre 1 et 5 µM) sur le domaine régulateur augmente jusqu’à 5 à 10 fois 

l’activité de la PDE2A (Martinez et al., 2002; Martins et al., 1982). Contrairement à la 

PDE1 dont l’activité catalytique dépend du calcium, la PDE2A conserve une activité 

catalytique en absence de liaison du GMPc. Le GMPc agit donc comme un stimulateur 

de l’activité de la PDE2A. La structure de la PDE2A alterne entre une configuration 

« ouverte » et une configuration « fermée ». La liaison du GMPc au domaine régulateur 

GAF-B stabilise la configure « ouverte » (Pandit et al., 2009), augmentant ainsi l’activité 

enzymatique de la PDE2A. Ainsi, en fonction du niveau de GMPc cellulaire, la PDE2A aura 

un effet plus ou moins important sur la régulation de l’AMPc et du GMPc. Il est important 

de noter qu’à forte concentration d’AMPc, il n’est probablement pas à exclure que 

l’AMPc puisse se lier au domaine GAF-B et stimuler l’activité de la PDE2A. Dans le 

striatum, les niveaux de GMPc sont notamment régulés par la libération de NO par les 

interneurones NOergiques, qui diffuse au travers des membranes, active les guanylyl 

cyclases (GC) solubles en faveur d’une augmentation des niveaux de GMPc. Sur tranche 

de cerveau, une absence d’activité basale de la GC a été montrée à l’aide du biosenseur 

FRET pour le GMPc (Polito et al., 2013). Ces résultats s’opposent à ceux obtenus lors 

d’enregistrements intracellulaires, où une production tonique de GMPc a été observée 

(Paolo Calabresi et al., 1999).  Cela suggère que l’activité basale de la GC varie en 

fonction de l’activité des interneurones NOergiques dépendante de l’activité cortico-

striatale. L’effet du GMPc sur la PDE2A a été montré ex vivo dans les MSNs D1 et D2 par 

imagerie de biosenseurs : lors d’une stimulation des AC conduisant à une augmentation 

des niveaux d’AMPc, la stimulation de la PDE2A par le GMPc conduit à une diminution 

significative des niveaux d’AMPc (Polito et al., 2013). Ainsi, l’activation de la voie 

NO/GMPc conduit à un rétrocontrôle négatif sur la voie NO/GMPc elle-même ainsi qu’à 

une régulation négative de la voie AMPc. Cette caractéristique place la PDE2A au 

carrefour des deux voies de signalisation : l’AMPc/PKA et le NO/GMPc. De nombreux 

inhibiteurs pharmacologiques spécifiques de la PDE2A ont été développés, les plus 

utilisés étant le EHNA, avec une sélectivité partielle, (Podzuweit et al., 1995) et le  

BAY 60-7550, hautement sélectif (Boess et al., 2004). La PDE2A étant fortement 

exprimée dans l’hippocampe et le cortex, son inhibition a montré des intérêts 

thérapeutiques dans certaines neuropathologies (e.g. spectre autistique, syndrome du 

X fragile, maladie d’Alzheimer) (Maurin et al., 2018; Schiavi et al., 2022). Plusieurs études 

ont étudié l’effet de l’inhibition de la PDE2A sur la mémoire et ont montré une 

amélioration de la mémoire de reconnaissance sociale et d’objets ainsi que des 

fonctions exécutives chez les modèles murins sains, âgés ou avec des déficits cognitifs 

(Boess et al., 2004; Domek-Łopacińska and Strosznajder, 2008; Rodefer et al., 2012; 
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Rutten et al., 2007). Ces études ont toutes été réalisées avec l’inhibiteur sélectif  

BAY 60-7550. Toutefois, Reneerkens et ses collaborateurs ont montré que le  

BAY 60-7550 pénétrait très peu le cerveau : 30 minutes après l’injection, la 

concentration de l’inhibiteur de la PDE2A dans le tissu cérébral est 20 fois inférieur à à 

la concentration plasmatique (Reneerkens et al., 2013). Deux nouveaux inhibiteurs de la 

PDE2A, le TAK-915 (Mikami et al., 2017b, 2017a; Nakashima et al., 2019) et le LuAF64280 

(Redrobe et al., 2014), ont été récemment développés et montrent une meilleure 

accessibilité cérébrale. Le TAK-915 est notamment en phase clinique pour cibler les 

altérations cognitives dans la schizophrénie (Baillie et al., 2019). Sachant que l’inhibition 

de la PDE2A conduit à une augmentation de la contractilité des cardiomyocytes 

(Maurice, 2005; Vandecasteele et al., 2001; Verde et al., 1999), l’effet du BAY 60-7550 

sur les fonctions cognitives pourrait également être causé par une action périphérique. 

Par ailleurs, l’expression de la PDE2A est augmentée dans l’insuffisance cardiaque 

(Mehel et al., 2013), ce qui semble être un mécanisme de protection contre l’arythmie 

ventriculaire (Vettel et al., 2017). 

 

Figure 9 : Structure et régulation de la PDE2A (figures reprises de Pandit et al. 2009 et 

Baillie et al. 2019). Gauche : Structure de la PDE2A (acide aminés 215 à 900) dimérique. Une 

molécule est représentée uniquement par sa surface (de couleur beige). L’autre molécule est 

représente sous forme de « rubans » colorés. Sur chaque molécule se trouve les sites régulateurs 

GAF-A (en haut de la structure) et GAF-B (au milieu) puis le site catalytique (en bas). LH1 (linker 

helix 1) représente l’hélice reliant la partie C-terminal de l’hélice du domaine GAF-A à la partie 

N-terminale de l’hélice du domaine GAF-B. LH2 représente l’hélice reliant la partie C-terminale 

de l’hélice du domaine GAF-B au domaine catalytique. C’est par cette hélice LH2 que le domaine 

catalytique d’une molécule repose sous le domaine GAF-B de l’autre molécule. La liaison du 

GMPc aux domaines régulateurs conduit à un changement de conformation, notamment à une 

réorganisation relative de l’hélice LH2, en faveur d’une meilleure accessibilité du domaine 
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catalytique pour le substrat. Droite : mécanisme d’activation de la PDE2A. La liaison du GMPc 

sur les domaines GAF-B régulateurs de la PDE2A dimérique induit une rotation externe des 

domaines catalytiques conduisant à une augmentation de l’accessibilité au substrat (AMPc ou 

GMPc). PDE2A : phosphodiesterase 2A ; GAF : cGMP : binding PDEs Anabaena adenylyl 

cyclases and Escherichia coli FhlA (Baillie et al., 2019; Pandit et al., 2009) 

1.2.4.3 – Phosphodiestérase 4 

La PDE4 est codée par 4 gènes (PDE4A à D) et les épissages alternatifs mènent à 25 

isoformes chez l’humain (Bolger, 2006; Paes et al., 2021a). La PDE4 est la seule PDE à 

contenir, pour la plupart des variants, un ou deux domaine(s) hautement conservé(s) 

nommés upstream conserved region (UCR1 et UCR2) (figure 8) qui interviennent dans la 

dimérisation de la PDE4 (Bolger et al., 1993). Les formes longues de PDE4 comportent 

les domaines UCR1 et UCR2, les formes courtes uniquement le domaine UCR2 et les 

formes super-courtes une forme tronquée du domaine UCR2. L’interaction d’UCR1 avec 

UCR2 tend à réduire l’activité d’hydrolyse de la PDE4. Un site de phosphorylation de la 

PKA se trouve notamment sur le domaine UCR1. La phosphorylation d’UCR1 par la PKA 

déstabilise l’interaction des deux domaines et conduit à la stimulation de l’activité de la 

PDE4 (Beard et al., 2000; Lim et al., 1999). Un deuxième site de régulation se trouve sur 

le domaine C-terminal de toutes les PDE4, sauf la PDE4A. La phosphorylation de ce site 

par la protéine ERK (extracellular signal-regulated kinases) induit l’activation des formes 

courtes de PDE4 et l’inhibition des formes longues de PDE4 (Baillie et al., 2000). Ainsi, 

l’inhibition des formes longues de PDE4 par ERK conduit, in fine, via la voie AMPc/PKA, 

à l’activation de ces isoformes longues (Houslay and Adams, 2003). L’action d’ERK et de 

PKA sur la PDE4 induit donc un rétrocontrôle négatif de l’activation de la voie AMPc/PKA. 

Dans le cerveau, la PDE4 intervient notamment dans la dégradation de l’AMPc 

mitochondrial (Acin-Perez et al., 2011). Dans les MSNs, la PDE4B est majoritairement 

exprimée et présente une affinité modérée pour l’AMPc (Km = 5,5 µM) (figure 7) (Cherry 

and Davis, 1999; Poppe et al., 2008). La PDE4B est plus fortement exprimée dans les 

MSNs D2 que les MSNs D1 (Nishi et al., 2008). D’ailleurs, son inhibition renforce l’action 

d’un agoniste A2A sur la phosphorylation de la Thr34 de la DARPP-32. Ce n’est pas le cas 

lors de la stimulation des récepteurs D1 (Nishi et al., 2008). 

1.2.4.4 – Phosphodiestérase 10 

La PDE10A est encodée par un seul gène menant à 18 variants d’épissage alternatif 

(Strick et al., 2006), qui diffèrent principalement par leur séquence N-terminale leur 

conférant des localisations subcellulaires particulières (Charych and Brandon, 2014). La 

PDE10A contient, comme la PDE2A, un domaine GAF-A et un domaine GAF-B (figure 8) 

(Gross-Langenhoff et al., 2006; Handa et al., 2008). Tandis que le domaine GAF-B des 

autres PDE (PDE 2, 5, 6 et 11) lie le GMPc, le domaine GAF-B de la PDE10A est le seul à 
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lier l’AMPc (Gross-Langenhoff et al., 2006; Zoraghi et al., 2004). L’action de l’AMPc sur 

le domaine GAF-B reste toutefois ambiguë : certaines études ne montre aucun effet de 

l’AMPc sur l’activité de la PDE10A (Matthiesen and Nielsen, 2009), tandis que d’autres 

montrent que l’AMPc augmente l’activité de la PDE10A (Jäger et al., 2012; Ooms et al., 

2016). La PDE10A peut être également phosphorylée par la PKA sur la Thréonine 16 

(Charych et al., 2010; Kotera et al., 1999; Russwurm et al., 2015). Toutefois, la forme 

phosphorylée de la PDE10A ne modifie pas l’activité enzymatique d’hydrolyse de l’AMPc 

(Russwurm et al., 2015). La PDE10A est la PDE montrant la plus forte expression dans les 

MSNs (Seeger et al., 2003) et, dans le striatum, elle est exclusivement exprimée dans les 

MSNs D1 et D2 (Nishi et al., 2008; Sano et al., 2008; Xie et al., 2006). Elle présente une 

meilleure affinité pour l’AMPc (Km = 0,25 µM) par rapport au GMPc (Km = 1,1 µM) (figure 

7) bien que la vitesse de dégradation soit plus rapide pour le GMPc (Vmax = 0,7 

µmol/min/mg pour l’AMPc et Vmax = 1,6 µmol/min/mg pour le GMPc) (Poppe et al., 

2008). La forte affinité de la PDE10A pour l’AMPc, en comparaison à d’autres PDE, laisse 

supposer une très bonne efficacité d’action pour les niveaux faibles d’AMPc. Il a 

d’ailleurs été montré par l’équipe que les niveaux de base d’AMPc dans les MSNs sont 

régulés par la PDE10A (Polito et al., 2015). L’étude de l’expression des isoformes montre 

uniquement l’expression de PDE10A2 dans le striatum (Kotera et al., 2004). Cette 

isoforme est localisée principalement au niveau des membranes, plus particulièrement 

au niveau des épines dendritiques, suggérant une compartimentation de la PDE10A 

pour réguler localement les niveaux d’AMPc (Kotera et al., 2004; Xie et al., 2006). Cette 

localisation membranaire se fait principalement par une interaction avec un complexe 

multi-protéique postsynaptique composé notamment de l’AKAP150, de sous-unités du 

récepteur NMDA et de PSD95 (postsynaptic protein density 95) (Russwurm et al., 2015). 

Toutefois, un réadressage sous-cellulaire de la membrane vers le cytosol s’effectue 

lorsque la PDE10A2 est phosphorylée par la PKA sur la Thr16 (Kotera et al., 2004; 

Russwurm et al., 2015). Ainsi, en fonction de l’état d’activation de la voie AMPc/PKA, la 

PDE10A n’est pas dirigée aux mêmes compartiments sous-cellulaires et ne ciblera donc 

pas les mêmes compartiments d’AMPc. De nombreuses études ont montré l’implication 

de la PDE10A dans l’activité locomotrice et la coordination des mouvements. Le modèle 

de souris mutante knock-out pour la PDE10 (PDE10-/-) présente une activité exploratoire 

diminuée par rapport aux souris contrôles (Siuciak et al., 2008). De plus, les niveaux 

d’expression de la PDE10A sont augmentés chez les patients Parkinsonien et le modèle 

murin parkinsonien (Giorgi et al., 2011; Niccolini et al., 2015). Des résultats pré-cliniques 

ont montré l’efficacité d’un inhibiteur de la PDE10A dans le cas de la schizophrénie, puis 

de la maladie de Huntington (Beaumont et al., 2016; Menniti et al., 2007). Toutefois, 

jusqu’à aujourd’hui, aucune étude clinique n’a pu aboutir à la mise sur le marché d’un 

médicament efficace (Baillie et al., 2019; DeMartinis et al., 2019). Malgré ces échecs 
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thérapeutiques, de nombreux efforts ont été mis dans la conception d’inhibiteurs 

sélectifs de la PDE10 et sont utilisés pour comprendre le rôle de la PDE10A. 

1.2.4.5 – Rôle distinct des PDE dans la réponse à la dopamine 

Bien que les PDE catalysent la même réaction enzymatique, il est évident que chacune 

présente des caractéristiques qui lui sont propres. Ainsi, l’expression de différentes PDE 

dans les MSNs (et plus généralement dans d’autres types cellulaires) laisse supposer un 

rôle précis pour chaque PDE. L’expression et l’affinité des PDE semblent être 

importantes dans la régulation des niveaux d’AMPc. Sachant que l’AMPc n’est pas 

distribué de manière homogène dans la cellule (cf. 1.2.5 – Compartimentation de l’AMPc 

par les PDE), la localisation des PDE est également importante. Une modélisation 

suggère que dans les MSNs, la contribution des PDE varie en fonction du niveau de 

stimulation des récepteurs à la dopamine (figure 10) (Neves-Zaph, 2017; Song et al., 

2013). Lors d’une faible stimulation (0.1 µM de dopamine), la PDE10 semble jouer un 

rôle prédominant dans la dégradation des niveaux d’AMPc. Ces données sont d’ailleurs 

cohérentes avec l’étude montrant que la PDE10A régule les niveaux de base d’AMPc 

dans les MSNs (Polito et al., 2015). Lors d’une stimulation plus  physiologique (1.0 µM), 

la contribution de la PDE4 augmente. Enfin lors d’une forte stimulation des récepteurs 

à la dopamine (10.0 µM), la PDE2 joue un rôle prédominant dans l’hydrolyse des niveaux 

d’AMPc.  

 

Figure 10 : Contribution des PDE dans l’hydrolyse des niveaux d’AMPc en fonction du 

niveau de stimulation des récepteurs à la dopamine (figure reprise de Neves-Zaph et al. 

2017). Contribution en pourcentage de la PDE1 (rouge), PDE2 (bleu), PDE4 (gris clair), PDE10 

(gris foncé) en fonction d’une stimulation faible (0.1 µM), modérée (1.0 µM) ou élevée (10.0 µM) 

des récepteurs à la dopamine dans les MSNs D1 (Neves-Zaph, 2017). 

1.2.5 – Compartimentation de l’AMPc par les PDE 

L’AMPc est une petite molécule soluble diffusant depuis son site de production dans 

l’ensemble du cytosol. Pourtant la concentration d’AMPc n’est pas homogène dans le 
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cytosol, sa diffusion étant contrainte par les sites de production et sa dégradation par 

les PDE. Ces contraintes conduisent à la formation de compartiments sous-cellulaires 

appelés microdomaines. Une élégante étude a permis de mettre en évidence dans des 

cardiomyocytes intacts l’accumulation de d’AMPc dans des compartiments sous-

cellulaires (Jurevicius and Fischmeister, 1996). Pour cela, seule une moitié de la cellule 

a été exposée à l’isoprotérénol, agoniste des récepteurs β-adrénergique (RCPG) couplés 

GS, ou à la forskoline, activateur non spécifique des AC. Le courant des canaux calciques 

de type L (ICa) est mesuré dans la partie exposée et non exposée à la drogue. 

L’application de la forskoline conduit à une activation du courant ICa aussi bien la partie 

exposée que la partie non exposée, tandis que l’application de l’isoprotérénol conduit à 

une activation du courant ICa 40 fois supérieure dans la partie exposée que celle non 

exposée. Cet effet est annulé par l’application d’un inhibiteur non sélectif des PDE 

(IBMX). Ces résultats démontrent une compartimentation de l’AMPc sur le site de 

production délimitée par l’activité d’hydrolyse des PDE, formant localement une 

barrière (Jurevicius and Fischmeister, 1996).  

Des biosenseurs FRET pour l’AMPc ou la PKA ont également été utilisés dans les 

neurones (Bacskai et al., 1993; Castro et al., 2010; Gervasi et al., 2010; Nikolaev et al., 

2004). Ces biosenseurs ne permettent pas de visualiser directement les microdomaines. 

Toutefois, ils présentent l’avantage de rendre compte de la dynamique d’un signal 

intracellulaire, tels que les seconds messagers ou l’activité de kinases. Certains résultats 

obtenus avec l’imagerie de biosenseurs suggèrent la présence d’une compartimentation 

des seconds messagers, comme l’AMPc. La restriction de l’AMPc dans des 

microdomaines semble être régulée par plusieurs facteurs (Neves et al., 2008). D’une 

part, la morphologie du neurone avec un rapport surface/volume différent entre les 

dendrites et le corps cellulaire affecte la diffusion de l’AMPc. Des études montrent que, 

suite à une stimulation des RCPG, les niveaux d’AMPc sont plus élevés dans les dendrites 

(avec un haut rapport surface/volume) que dans le corps cellulaire (avec un faible 

rapport surface/volume) (Bacskai et al., 1993; Li et al., 2015; Neves et al., 2008; Nikolaev 

et al., 2004). L’AMPc semble donc s’accumuler plus rapidement dans des petits 

compartiments cellulaires. D’autre part, les protéines impliquées dans la régulation de 

la voie AMPc/PKA, telles que les ACs, la PKA, les PDE et les PPs, semblent impliquées 

dans la formation de ces microdomaines. Plusieurs études montrent que l’inhibition 

d’une ou plusieurs PDE conduit à une augmentation des niveaux d’AMPc dans le corps 

cellulaire, suggérant une restriction de l’AMPc dans les compartiments médiée par les 

PDE (Castro et al., 2010; Gervasi et al., 2010; Neves et al., 2008). Le rôle des PDE pour 

limiter la diffusion de l’AMPc est cependant controversé. Effectivement, le coefficient 

de diffusion de l’AMPc est élevé (de l’ordre de 40 µm²/s) (Nikolaev et al., 2004; Richards 

et al., 2016), tandis que l’activité enzymatique des PDE (définie par leur Km et Vmax) agit 
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sur une échelle de temps plus longue. L’hypothèse des PDE agissant comme barrière 

enzymatique étant parfois difficile à démontrer expérimentalement, les modélisations 

mathématiques ont permis de mieux comprendre le rôle de la diffusion de l’AMPc et 

des PDE dans la formation des microdomaines (Chen et al., 2009; Lohse et al., 2017; 

Neves et al., 2008). Les simulations confirment l’importance de la localisation spatiale 

des PDE dans la formation du gradient AMPc (Lohse et al., 2017). Il semblerait que dans 

un volume restreint tel que dans les microdomaines, les PDE constituent une contrainte 

à la diffusion de l’AMPc. D’autres protéines ont également été impliquées dans le 

formation des microdomaines, tels que les AC (Gervasi et al., 2010) les phosphatases 

(Luczak et al., 2017) et le sous-unités régulatrices de la PKA (Di Benedetto et al., 2008).  

1.2.6 – Transduction du signal dopaminergique dans les MSNs 

La libération de la dopamine dans le striatum active les récepteurs à la dopamine de 

type D1 des MSNs D1 et ceux de type D2 des MSNs D2.  Dans les MSNs D1, l’activation 

du récepteur D1 conduit à la production d’AMPc, l’activation de la PKA, et, in fine, à la 

phosphorylation des cibles cytoplasmiques et nucléaires de la PKA, comme la  

DARPP-32, qui amplifie alors le niveau de phosphorylation des cibles de la PKA. A 

l’inverse, dans les MSNs D2, l’activation du récepteur D2 conduit à l’inhibition des AC et 

donc l’arrêt de production d’AMPc. La modulation de la voie AMPc/PKA dans les MSNs 

D1 et D2 est, ci-dessus, hautement simplifiée. Comme décrit précédemment, de 

nombreux acteurs doivent être considérés : l’activité des PDE et phosphatases, l’activité 

de la DARPP-32, et l’activation des récepteurs au glutamate, à l’adénosine, à 

l’acétylcholine (ACh), ainsi que l’interaction avec la voie NO/GMPc et la voie calcique. 

Ces nombreux modulateurs de la voie AMPc/PKA lui permettent de remplir son rôle 

initial : celui de traduire une information extracellulaire en un signal intracellulaire, afin, 

d’à son tour, transmettre l’information à d’autres cellules. Pour remplir ce rôle, cette 

voie de signalisation doit être hautement dynamique et encoder la temporalité de la 

réponse à la dopamine. Dans cette partie, Transduction du signal dopaminergique dans 

les MSNs, je souhaiterais réunir les connaissances actuelles sur les mécanismes qui 

déterminent la temporalité de la réponse à la dopamine dans les MSNs.  

1.2.6.1 – Contraste temporel de la réponse à la dopamine  

Les afférences dopaminergiques projettent dans plusieurs structures cérébrales dont le 

cortex et le striatum. Le développement de l’imagerie de FRET a permis l’étude de la 

dynamique des réponses à la dopamine des neurones corticaux et des MSNs (Castro et 

al., 2013; Yapo et al., 2018). A l’inverse des neurones corticaux, les MSNs décodent 

temporellement des stimulations dopaminergiques brèves (protocole de décageage de 

la dopamine « cagée »), analogues aux libérations phasiques de dopamine (figure 11). 
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Cette réponse à la dopamine est caractéristique du striatum, tant au niveau de l’AMPc, 

de l’activité PKA que de la réponse nucléaire (Yapo et al., 2018).  

 

Figure 11 : la stimulation transitoire à la dopamine induit une réponse nucléaire dans le 

striatum mais pas dans le cortex préfrontal (figure reprise de Yapo et al. 2018). Réponse 

PKA cytosolique (trait plein) et nucléaire (pointillé) des neurones exprimants le récepteur D1 en 

réponse à la dopamine transitoire (NPEC-DA décagée par un flash de lumière UV) dans le 

striatum et le cortex. Les traces correspondent aux traces moyennes de toutes les cellules 

individuelles et sont normalisées à la réponse forskoline. La ligne représente la moyenne et 

l’ombre grisée représente la s.e.m. (Yapo et al., 2018) 

L’activation brève des récepteurs D1 dans le striatum conduit à une augmentation 

transitoire rapide et de forte amplitude des niveaux d’AMPc et du signal PKA. La 

dynamique de cette réponse est en partie médiée par l’efficacité de l’isoforme AC5 

exprimée dans les MSNs (Castro et al., 2013). Toutefois, le temps de récupération du 

signal PKA est plus lent montrant une amplification du signal par rapport aux niveaux 

d’AMPc. Cette amplification de la réponse PKA est médiée par l’action de la DARPP-32. 

Effectivement, la récupération du signal PKA est trois fois plus rapide dans un modèle 

murin contenant une forme inactive de la DARPP-32 (mutation sur la Thr34 de la  

DARPP-32 (DARPP-32 T34A) (Castro et al., 2013). Jusqu’à présent, cette observation a 

été faite uniquement dans le striatum (particulièrement dans les MSNs D1), et est 

absente dans les neurones corticaux. Ainsi, l’activation de la DARPP-32 par l’action de la 

dopamine sur le récepteur D1 conduit à l’inhibition de la PP1 et donc à un renforcement 

de l’action de la dopamine dans ces neurones. La DARPP-32 amplifie le contraste de la 

réponse à la dopamine et ainsi améliore le rapport entre le signal et le bruit. 

L’intégration du signal dopaminergique dans le noyau est très différente de celle 

observée dans les neurones corticaux et thalamiques où la translocation du signal se fait 

par diffusion lente (Gervasi et al., 2007; Hu et al., 2011). Dans les MSNs D1, en réponse 

à une activité cytosolique modérée, l’activité PKA est très forte. Cette réponse est très 

rapide et non linéaire, avec une réponse de type tout ou rien, et présente un délai 

d’activation d’environ 200s après l’activation du récepteur. Ce délai peut notamment 

s’expliquer par l’action de la DARPP-32 comme inhibiteur de la PP1 nucléaire (Yapo et 
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al., 2018). La DARPP-32 cytoplasmique (c'est-à-dire phosphorylée sur la Ser97) est 

phosphorylée par la PKA sur le Thr34. La déphosphorylation de la Ser97 par la PP2A 

conduit à l’importation nucléaire de la phospho-Thr34-DARPP-32, qui inhibe alors la PP1 

nucléaire (Stipanovich et al., 2008). Ainsi, la translocation de la phospho-Thr34- 

DARPP-32 dans le noyau favorise le maintien de la forme phosphorylée des cibles 

nucléaires, comme l’histone 3 impliquée dans la régulation des gènes. 

Dans les MSNs D2, le récepteur à la dopamine D2 présente une meilleure affinité pour 

la dopamine que le récepteur D1 (Richfield et al., 1989). Ainsi, il a longtemps été admis 

que les MSNs D2 répondaient aux niveaux toniques de dopamine tandis que les MSNs 

D1 répondaient aux niveaux phasiques. L’imagerie de biosenseur a permis une étude 

dynamique de l’efficacité de transduction du signal dopaminergique en aval du 

récepteur. Au niveau de l’AMPc, les MSNs D2 intègrent le signal dopaminergique en 

miroir des MSNs D1, en cohérence avec le couplage opposé des récepteurs aux 

protéines G. De plus, la concentration efficace médiane (EC50) du récepteur D2 par 

rapport au récepteur D1 n’est meilleure que d’un facteur deux (Yapo et al., 2017). Au 

niveau de l’AMPc, les MSNs D1 et D2 sont capables d’intégrer la libération phasique de 

dopamine. Une différence dans l’intégration du signal est observée au niveau de 

l’activité de la PKA. Dans les MSNs D2, la libération transitoire de dopamine ne suffit pas 

à réduire l’activité PKA jusqu’au niveau de base (Yapo et al., 2017). Un modèle 

informatique de simulation suggère que la dopamine transitoire agit pendant une trop 

courte durée, ne permettant pas de lever l’inhibition de la PP1 par la DARPP-32. La voie 

AMPc/PKA des MSNs D2 permet donc principalement de détecter une pause dans la 

libération de dopamine : un arrêt bref de la libération de dopamine tonique conduirait 

à une augmentation des niveaux d’AMPc dans les MSNs D2 (Nair et al., 2015; Yapo et 

al., 2017).  

La temporalité de la réponse à la dopamine est également fortement régulée par les 

PDE striatales. La PDE10A joue un rôle crucial dans la régulation des niveaux de base 

d’AMPc. Sans stimulation, l’inhibition de la PDE10A est suffisante pour élever les niveaux 

d’AMPc dans les MSNs D1 et D2. Toutefois, cette inhibition a un effet sur l’activation de 

la PKA que dans les MSNs D2 (Polito et al., 2015). Dans les MSNs D1, l’absence d’effet 

est due à l’activité de PP1 qui déphosphoryle les cibles de la PKA. Dans les MSNs D2, la 

forte activité de la DARPP-32 inhibe fortement la PP1, basculant ainsi l’équilibre entre 

phosphorylation/déphosphorylation en faveur de l’activité PKA. La PDE10A, ayant une 

haute affinité pour l’AMPc, maintient donc le niveau de base d’AMPc dans les MSNs 

(Nishi et al., 2008; Polito et al., 2015). A l’inverse, la PDE2A et PDE4 ne semblent pas 

responsables de l’hydrolyse des faibles niveaux d’AMPc (Castro et al., 2013; Nishi et al., 

2008; Polito et al., 2013). Leur faible affinité suggère un contrôle des niveaux élevés 
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d’AMPc. Il n’est également pas à exclure une activité synergique de la PDE2A et PDE4, 

comme cela a été démontré dans les processus de consolidation de la mémoire (Paes et 

al., 2021b) ou dans les cardiomyocytes entre la PDE3 et PDE4 (Mika et al., 2019).  

1.2.7 – Transduction du signal glutamatergique  

Le striatum recevant des afférences dopaminergiques et glutamatergiques, les MSNs 

expriment des récepteurs ionotropiques (iGluR, ionotropic glutamate receptor) et 

métabotropiques (mGluR, metabotropic glutamate receptor) au glutamate. Les iGluR 

sont des canaux ioniques et ont donc un temps d’action inférieur à celui des mGluR.  

Les MSNs expriment les iGluR de type AMPA, kaïnate et NMDA et leur activation mène 

à des courants excitateurs postsynaptiques (Bernard et al., 1997; Bernard and Bolam, 

1998; Tarazi et al., 1998). Les récepteurs ionotropiques interviennent essentiellement 

dans la mise en place de la plasticité synaptique (cf. 1.2.8 – Plasticité des MSNs).  

Parmi les 8 types de mGluR existants (mGluR1 à mgGluR8), les MSNs expriment 

majoritairement le mGluR5 et plus marginalement le mGluR1 (Conn et al., 2005; Testa 

et al., 1994). Les mGluR appartiennent à la famille des RCPG. Les mGluR1/5 sont couplés 

à la protéine Gq et leur activation mène à l’activation de la phospholipase C, la formation 

de l’inositoltriphosphate (IP3), l’activation de la protéine kinase C (PKC) et, in fine, à la 

libération calcique des stocks intracellulaires et l’activation des canaux potassiques. La 

localisation du mGluR5 est généralement proche de celle des récepteurs NMDA. Ainsi, 

ils agissent par interaction bidirectionnelle, l’un amplifiant l’action de l’autre (Pisani et 

al., 2001b; Tu et al., 1999). L’action combinée mène à l’activation des MAP kinases 

(mitogen-activated protein kinase), l’inhibition de PP1 et PP2A, et donc à l’activation de 

facteurs de transcription (e.g. CREB) (Choe et al., 2004, p. 2; Mao and Wang, 2003, 2001). 

De plus, l’activation des mGluR1/5 mène à la phosphorylation de la DARPP-32 sur la 

Thr75 par CDK5, et donc s’oppose à l’activation de la voie AMPc/PKA par la dopamine 

(Liu et al., 2002, 2001). L’activation des récepteurs mGluR1/5 module négativement la 

réponse à la dopamine. Dans la maladie de Parkinson et les LID, la transmission 

glutamatergique est suractivée (Cenci, 2007; Chase et al., 2000). L’activation des 

mGluR1/5 étant associée à la voie du glutamate et de la dopamine, ces récepteurs ont 

beaucoup été étudiés comme cible thérapeutique pour améliorer l’efficacité du 

traitement L-DOPA dans la maladie de Parkinson. L’inhibition du mGluR5 empêche le 

développement des LID chez le modèle murin parkinsonien traité à la L-DOPA (Mela et 

al., 2007) et amplifie également l’effet positif de la L-DOPA sur les capacités motrices 

(Rylander et al., 2009). Dans le modèle parkinsonien et dyskinétique, une présence 

accrue des hétéromères mGluR5/récepteur D1 couplés à la protéine Gαq explique le 

double effet bénéfique de l’inhibiteur mGluR5 dans la maladie de Parkinson 
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(Sebastianutto et al., 2020). Un inhibiteur mGluR5, le dipraglurant, est actuellement en 

phase clinique 2b/3 (voir ClinicalTrials.gov, référence NCT04857359) (Cenci et al., 2022).  

1.2.8 – Plasticité des MSNs 

Le striatum est impliqué dans les mécanismes d’apprentissage et la mémoire, deux 

phénomènes rendus possibles par l’existence d’une plasticité synaptique à long terme. 

Calabresi et ses collaborateurs ont mis en évidence l’existence d’une dépression à long 

terme (long term depression, LTD) et d’une LTP entre les fibres glutamatergiques 

corticales et les MSNs (Calabresi et al., 1992b, 1992a). Cette plasticité est 

bidirectionnelle : une potentiation et une dépression peuvent avoir lieu dans les MSNs 

(Fino et al., 2005; Shen et al., 2008). Cette plasticité synaptique se présente notamment 

sous la forme d’une plasticité fonction du temps d’occurrence des impulsions (spike-

timing-dependent plasticity, STDP) où le temps entre l’évènement présynaptique et 

l’évènement post-synaptique entre en jeu (Fino et al., 2005; Pawlak and Kerr, 2008; Shen 

et al., 2008).  

Que ce soit la dépression ou la potentiation, les deux plasticités synaptiques sont 

dépendantes de la voie calcique (Fino, 2010; Shindou et al., 2011). La LTP est 

principalement dépendante des récepteurs NMDA postsynaptiques (Fino, 2010). Par 

ailleurs, une augmentation des niveaux d’AMPc est nécessaire pour permettre la LTP 

médiée par les récepteurs NMDA (Augustin et al., 2014). La STDP-LTD dépend de la 

production des endocannabinoïdes et est exprimée en présynaptique : l’activation des 

récepteurs métabotropiques du glutamate mGluR5 et des canaux calciques de type  

L Cav1.3 dans les MSNs engendre la production de l’endocannabinoïde 2-AG (2-

Arachidonoylglycrol) qui agit de manière rétrograde sur les récepteurs CB1 

présynaptiques des terminaisons glutamatergiques réduisant la probabilité de libération 

de glutamate (Kreitzer and Malenka, 2005).  

L’occurrence d’une dépression ou potentiation dépend également de la libération de 

modulateurs, comme la dopamine ou l’ACh. Il est proposé que les neuromodulateurs 

permettent d’associer temporellement et spatialement une activité pré- et 

postsynaptique, en faveur du LTP ou d’une LTD (Deffains and Bergman, 2015). 

Un lien a été établi entre la plasticité cortico-striatale et la libération de dopamine 

(Calabresi et al., 1992b, 1992a). L’action de la dopamine est essentielle pour conserver 

la plasticité bidirectionnelle des MSNs D1 et D2 (Fino et al., 2005; Shen et al., 2008) et 

permet le changement d’une LTD vers une LTP (Shindou et al., 2019). Dans les MSNs D2, 

cette plasticité est dépendante des récepteurs D2 et des récepteurs A2A : la LTD nécessite 

l’activation des récepteurs D2 et l’absence d’activation des récepteurs A2A, et 

inversement pour la LTP (Kreitzer and Malenka, 2005; Shen et al., 2008). L’activation des 

https://clinicaltrials.gov/
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récepteurs D2 conduit à une réduction des niveaux d’AMPc, ces faibles niveaux étant 

requis pour la mise en place de la LTD (Augustin et al., 2014; Lerner and Kreitzer, 2012). 

Concernant les MSNs D1, l’activation des récepteurs D1 est nécessaire pour la 

potentiation (Kerr and Wickens, 2001; Pawlak and Kerr, 2008; Shen et al., 2008). Par 

ailleurs, l’inhibition de la PDE1B, lors d’une activation concomitante des récepteurs à la 

dopamine et NMDA, augmente la réponse AMPc des MSNs D1 et amplifie la potentiation 

(Betolngar et al., 2019). La PDE1B réduit donc la réponse AMPc lors d’une activité 

concomitante dopamine/glutamate. Il semblerait que la plasticité synaptique induite 

par une activation concomitante de ces récepteurs soit le résultat d’une fine régulation 

entre les voies AMPc et calcium. La voie AMPc/PKA est donc impliquée dans la plasticité 

bidirectionnelle des MSNs et détermine la fenêtre de temps d’expression de la plasticité 

synaptique (Centonze et al., 2003a; Kheirbek et al., 2009; Shindou et al., 2019; Yagishita 

et al., 2014) : la libération de dopamine doit suivre celle du glutamate dans une fenêtre 

de temps précise (libération de la dopamine entre 0,3 – 2s après le protocole de STDP) 

(Yagishita et al., 2014). 

L’activité des ChIN module également la plasticité synaptique des MSNs. Il a été montré 

que l’activation des récepteurs D2 des ChIN conduit à une diminution de la libération 

d’ACh. Les récepteurs M1 étant moins activés, celui conduit à une libération d’eCB, 

favorisant la LTD, comme décrit ci-dessus (Surmeier et al., 2007; Wang et al., 2006). A 

l’inverse, l’activation pharmacologique des récepteurs M1 favorise une LTP induite par 

une stimulation à haute fréquence (P. Calabresi et al., 1999a). Dans les MSNs D1, 

l’activation des récepteurs M4 par un modulateur allostérique positif favorise la LTD 

(Shen et al., 2015). 

Ces différentes études présentent les MSNs comme détecteurs de coïncidence de 

l’activité glutamatergique et dopaminergique, dont l’activité est modulée par les 

neuromodulateurs tels que la dopamine et l’ACh. Cela montre ainsi l’importance de la 

temporalité dans le striatum pour la mise en place de la plasticité synaptique.  

 Les interneurones cholinergiques 

Les ChIN représentent entre 1 et 2 % des neurones du striatum (Bolam et al., 1984; “The 

synaptic organization of the caudate nucleus,” 1971). Ils ont été identifiés dès la fin du 

19ème siècle et ont été nommés « interneurones géants » (giant interneurons) (Kölliker, 

1889). Ils présentent effectivement un large corps cellulaire (entre 40 et 50 µm de 

diamètre) duquel partent entre 2 et 4 prolongements dendritiques qui se ramifient par 

la suite. Ils ont ensuite été spécifiquement identifiés par l’expression de la choline 

acetyltransférase (ChAT), une enzyme responsable de la synthèse de l’acétylcholine 

(ACh), et ont ainsi été nommés interneurones cholinergiques.  
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Les ChIN reçoivent des afférences glutamatergiques du thalamus et dans une moindre 

mesure du cortex (Guo et al., 2015; Lapper and Bolam, 1992; Wilson et al., 1990), et des 

afférences dopaminergiques du mésencéphale (Chang, 1988; Kubota et al., 1987). Il est 

important de noter que les ChIN reçoivent une plus grande proportion d’afférences 

intrastriatales que les MSNs (Guo et al., 2015), en cohérence avec leur rôle de 

modulateur de l’activité striatale. 

Les ChIN ont une activité tonique spontanée autonome. C’est pourquoi les ChIN ont été 

nommés chez le primate neurones toniquement actifs (tonically active neurons TANs) 

(Aosaki et al., 1995). Cette activité tonique peut être simple (single-spike) (3 à 10 Hz), ou 

sous forme d’une décharge rythmique en rafale (burst) (< 1 Hz) ou d’une décharge 

irrégulière (Bennett and Wilson, 1999; Reynolds et al., 2004; Wilson et al., 1990). La 

dépolarisation des ChIN est induite par un courant sodique sensible à la tétrodotoxine 

(TTX) conduisant à une entrée de calcium par les canaux Cav2. L’entrée de calcium active 

ensuite plusieurs types de courants potassium qui contribuent à la repolarisation de la 

membrane, suivie d’une AHP de type medium (mAHP) ou lent (sAHP), déterminant le 

type de décharge. La mAHP favorise la décharge simple (single-spike) tandis que la sAHP 

favorise la décharge rythmique en rafale (Goldberg et al., 2009; Goldberg and Wilson, 

2005). L’hyperpolarisation résultant de l’AHP conduit ensuite à l’activation d’un courant 

de type Ih, responsable d’une dépolarisation progressive des ChIN. Ce courant Ih 

détermine ainsi la durée de l’hyperpolarisation médiée par l’AHP (Deng et al., 2007). Or, 

ce courant Ih est régulé par l’AMPc : une augmentation intracellulaire de l’AMPc déplace 

la courbe d’activation du courant Ih vers un potentiel plus dépolarisé, favorisant ainsi 

l’excitabilité du ChIN (DiFrancesco and Tortora, 1991). La modulation des niveaux 

d’AMPc des ChIN influence donc directement l’activité électrique du ChIN. 

1.3.1 – Les pauses dans l’activité tonique : contraste essentiel à 

l’apprentissage 

L’activité tonique des ChIN conduit à une libération régulière d’ACh dans le striatum, 

contrastée par de brèves pauses. La libération tonique d’acétylcholine (ACh) active les 

récepteurs M4 des MSNs D1 et inhibe ainsi la voie AMPc/PKA (Nair et al., 2019, 2015) 

tandis que les pauses lèvent cette inhibition. Dans un premier temps, ces pauses ont été 

associées à l’apprentissage associatif, puis ensuite plus largement aux stimuli positifs 

comme négatifs (Aosaki et al., 1994; Apicella, 2002; Morris et al., 2004). D’une part, la 

libération de dopamine active les récepteurs D2 des ChIN et conduit à une pause de 

l’activité cholinergique (Deng et al., 2007). Réciproquement, cette pause lève l’inhibition 

de l’ACh sur les neurones dopaminergiques et ainsi coïncide avec l’activité phasique des 

neurones dopaminergiques pendant l’apprentissage (Joshua et al., 2008; Morris et al., 
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2004). D’élégants travaux ont récemment montré que la coïncidence temporelle entre 

la pause des ChIN et l’activité phasique des neurones dopaminergiques est requise pour 

la mise en place de la LTP dans les MSNs (Reynolds et al., 2022). Ces résultats sont 

cohérents avec l’étude montrant que l’action de l’ACh sur les récepteur M4 des MSNs 

D1 est suffisante pour supprimer la réponse AMPc médiée par les récepteurs D1 : une 

pause dans l’activité des ChIN est nécessaire pour permettre l’action de la dopamine sur 

les MSNs D1 (figure 12) (Nair et al., 2019, 2015).  

 

Figure 12 : représentation de la pause dans l’activité tonique des ChIN et de l’activité des 

neurones dopaminergiques lors d’un stimulu sensoriel (figure reprise d’Aosaki et al. 2010). 

Le stimulus sensoriel conduit à une pause dans l’activité tonique des ChIN (TAN) du striatum (en 

haut) et à une rafale de potentiels d’action dans les neurones dopaminergiques (DA neuron) de la 

substance noire (en bas). La pause est constituée d’une excitation initiale, d’une pause puis d’une 

rafale de potentiels d’action (Aosaki et al., 2010) 

L’action de l’ACh sur les neurones dopaminergiques est quant à elle controversée et 

peut s’expliquer par l’expression de différents types de récepteurs muscariniques (M1 à 

M5) et nicotiniques (nACh) par les neurones dopaminergiques (Sulzer et al., 2010; Wess, 

1996). D’une part, l’utilisation de souris knock-out pour les différents types de 

récepteurs muscariniques montre que la stimulation des récepteurs M4 et M5 favorise 

la libération de dopamine, tandis que la stimulation des récepteurs M3 l’inhibe (Zhang 

et al., 2002). D’autre part, la stimulation des ChIN par les afférences thalamiques ou 

corticales conduit à une libération d’ACh qui, via les récepteurs nACh, stimule les 

neurones dopaminergiques et la libération de dopamine, induisant alors une pause dans 

l’activité des ChIN (Ding et al., 2010; Kosillo et al., 2016). Les afférences 

dopaminergiques n’exprimant pas les récepteurs ionotropiques au glutamate, il est 
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proposé que la synchronisation de l’activité des ChIN par les afférences corticales et 

thalamiques permette de contrôler la libération de dopamine (Kosillo et al., 2016). 

D’ailleurs, l’activation des ChIN par les afférences glutamatergiques entraîne une 

libération de dopamine, indépendamment d’une activation du soma des neurones 

dopaminergiques (Kosillo et al., 2016; Threlfell et al., 2012). 

1.3.2 – L’action de l’ACh dans la terminaison du mouvement 

En plus de leur importance dans l’apprentissage associatif, les ChIN ont un rôle majeur 

dans le contrôle moteur. L’utilisation de souris transgéniques ChAT-CRE et l’imagerie 

calcique biphotonique a montré, in vivo, que l’activité des ChIN synchronise l’activité 

des MSNs et permet de mettre fin à un mouvement (Gritton et al., 2019).  

L’action de l’ACh sur les MSNs se fait exclusivement via les récepteurs muscariniques, 

principalement de type M1 et M4 couplés à la protéine Gq/11 et Gi/o, respectivement (Lin 

et al., 2004; Wess, 1996). Le récepteur de type M1 est exprimé par les MSNs D1 et D2, 

tandis que le récepteur de type M4 est exprimé exclusivement par les MSNs D1. 

L’utilisation d’un agoniste des récepteurs M1 augmente l’excitabilité des MSNs D1 et D2 

(Galarraga et al., 1999; Shen et al., 2005). Toutefois, dans les MSNs D1, l’utilisation d’un 

agoniste muscarinique non sélectif (oxotremorine) conduit à une diminution des 

niveaux d’AMPc. Cet effet n’est pas bloqué par un antagoniste des récepteurs M1 mais 

l’est par un antagoniste des récepteurs M4 (Nair et al., 2019). Ces résultats sont 

cohérents avec l’étude montrant que l’activation du récepteur M4 conduit à une 

diminution de l’excitabilité des MSNs D1 (Howe and Surmeier, 1995). Cependant, cela 

s’oppose à une étude plus récente réalisée sur les MSNs D1, où l’utilisation d’un agoniste 

des récepteurs M4 augmente leur excitabilité (Hernández-Flores et al., 2015). Dans cette 

étude, l’application de l’agoniste des récepteurs M4, postérieure à une stimulation des 

récepteurs D1, diminue l’excitabilité des MSNs D1 (Hernández-Flores et al., 2015). Les 

effets semblent donc dépendants de la temporalité d’activation des récepteurs. In vivo, 

l’administration d’un modulateur positif du récepteur M4 inverse l’hyperlocomotion 

d’un modèle murin d’hyperactivité (souris DAT-KO) (Nair et al., 2019). Ces résultats 

concordent avec l’étude démontrant in vivo l’implication des ChIN dans la terminaison 

des mouvements (Gritton et al., 2019).  

L’utilisation d’agents pharmacologiques n’étant pas représentative d’une libération 

endogène d’ACh, l’optogénétique a été utilisée pour contrôler l’activité électrique des 

ChIN et en mesurer les conséquences sur l’activité électrique des MSNs. Il a ainsi été 

montré que la photoinhibition des ChIN conduit à une diminution d’activité des MSNs 

D1 et D2 (Maurice et al., 2015; Zucca et al., 2018). Ces résultats sont cohérents avec le 

fait que l’ACh stimule l’activité des MSNs via les récepteurs M1. Par ailleurs, lorsque la 
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souris est en mouvement, la photo-inhibition des ChIN ne modifie pas l’activité des 

MSNs (English et al., 2011). 

La libération tonique d’ACh ainsi que la pause de cette libération interviennent donc 

dans l’information sortante des ganglions de la base. Il est donc crucial de mieux 

comprendre comment les différents neurotransmetteurs du striatum modulent 

l’activité des ChIN. 

1.3.3 – Régulation de la voie AMPc/PKA par différents récepteurs 

métabotropiques 

Les ChIN expriment de nombreux types de récepteurs. Ainsi, leur excitabilité est affectée 

par plusieurs types de molécules, tel que le GABA, le glutamate, la dopamine, l’ACh, 

l’histamine et la sérotonine. Parmi ces récepteurs, certains récepteurs métabotropiques 

affectent le niveau d’AMPc intracellulaire. Or, comme décrit précédemment, l’AMPc 

module directement le courant Ih essentiel à l’activité électrique du ChIN. Ces récepteurs 

métabotropiques ont donc une influence directe sur cette activité électrique des ChIN.  

Les ChIN expriment aussi bien les récepteurs D5 couplés à Gs, que les récepteurs D2 

couplé Gi/o (Bergson et al., 1995; Le Moine et al., 1990; Yan et al., 1997). Certaines études 

réalisées sur des tranches de cerveau ont montré que l’activation des récepteurs D5 

favorise la décharge des ChIN (Aosaki et al., 1998; Centonze et al., 2003a; Yan and 

Surmeier, 1997) tandis que d’autres études ont montré que l’activation des récepteurs 

D2 produit l’effet inverse (Ding et al., 2010; Maurice et al., 2004). La dopamine est donc 

capable d’activer et d’inhiber l’activité électrique des ChIN, respectivement. A l’aide de 

l’optogénétique, l’activation des terminaisons dopaminergiques produit 

majoritairement une réponse biphasique dans les ChIN : tous montrent une diminution 

du taux de décharge causée par l’activation du récepteur D2. Chez 76 % d’entre eux, 

cette hyperpolarisation est suivie par une rafale de potentiels d’action (Straub et al., 

2014). Il semblerait que l’action de la dopamine soit dépendante du contexte 

environnant du neurone (Chuhma et al., 2014). D’autres études sont donc nécessaires 

pour mieux comprendre l’action de la dopamine sur l’activité électrique des ChIN. 

Les ChIN expriment également des autorécepteurs muscariniques. Bien que les cinq 

types de récepteurs muscariniques soient exprimés, les récepteurs M2 et M4, couplés à 

la protéine Gαi, sont majoritaires (Levey et al., 1991; Weiner et al., 1990; Yan et al., 

1997). L’activation de ces récepteurs prolonge le temps de repolarisation par l’AHP et 

est corrélée à une diminution du courant Ih et in fine inhibe l’activité spontanée des 

ChIN. Cette action implique la voie Gi/o/AMPc, indépendamment de la PKA (Deng et al., 

2007; Zhao et al., 2016). Les canaux HCN de type Ih étant modulés par l’AMPc dans les 
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ChIN (Deng et al., 2007), il est possible que l’action des récepteurs M4 et M5 passe par 

une action directe de l’AMPc sur les canaux Ih. Un couplage similaire a été mis en 

évidence entre le récepteur D2 et les canaux Ih chez les ChIN (Deng et al., 2007).  

L’activité électrique des ChIN peut être augmentée par l’action de la sérotonine via trois 

récepteurs : 5-HT2C, 5-HT6 et 5-HT7. Tandis que le récepteur 5-HT2C est couplé à la 

protéine Gq, les récepteurs 5-HT6 et 5-HT7 sont couplés à la protéine Gs. Bonsi et al. ont 

par ailleurs montré que cet effet est dépendant de la phospholipase C (mais 

indépendant de la PKC) et dépendant de l’AC (mais indépendant de la PKA), 

respectivement (Bonsi et al., 2007)   

Les ChIN expriment également plusieurs types de récepteurs métabotropiques au 

glutamate, notamment les récepteurs du groupe I de type mGluR1 et mGluR5 couplés à 

la protéine Gq, et les récepteurs du groupe II et III de type mGluR2 et mGluR7 couplés à 

la protéine Gi/o (Bell et al., 2002; Tallaksen-Greene et al., 1998). Tandis que la stimulation 

des récepteurs du groupe I conduit à l’excitation du ChIN via la phospholipase C (Bell et 

al., 2002; Paolo Calabresi et al., 1999; Pisani et al., 2001a), l’activation des récepteurs du 

groupe II et III induit une dépression (Bell et al., 2002). 

1.3.4 – Les PDE dans les ChIN ? 

Les récepteurs métabotropiques modulent l’activité tonique des ChIN via la voie AMPc. 

Or, comme décrit précédemment, les PDE effectuent un contrôle négatif de la voie 

AMPc. Toutefois, peu d’étude ont étudié spécifiquement l’expression et le rôle des PDE 

dans la régulation de la voie AMPc et de l’activité électrique des ChIN. Il a été montré 

par immunomarquage et microscopie confocale que la PDE10A est spécifiquement 

exprimée dans les MSNs et ne l’est pas dans les interneurones striataux (Xie et al., 2006). 

Parmi les PDE exprimées dans le striatum mais non exprimées par les MSNs, on retrouve 

notamment la PDE3A (Reinhardt and Bondy, 1996). Bien que plusieurs études montrent 

une très faible expression voire une absence du messager de la PDE3 dans le cerveau 

(Kelly et al., 2014; Lakics et al., 2010), l’ARNm de la PDE3A a été fortement détecté par 

hybridation in situ dans de larges neurones du striatum (Reinhardt and Bondy, 1996). 

Cette étude suggère la présence du messager de la PDE3A dans des interneurones 

striataux avec un large corps cellulaire, tels que les ChIN. Récemment, l’expression du 

gène de la Pde3a a été retrouvée dans les interneurones parvalbumine du striatum à 

l’aide de la technique du FACS (fluorescence activating cell sorting) (Enterría-Morales et 

al., 2020). Par ailleurs, le séquençage à l’échelle de cellules individuelles indique la 

présence de messagers codants pour la PDE3A dans le cluster correspondant aux 

interneurones ChIN (Saunders et al., 2018). Des études complémentaires sont toutefois 

nécessaires pour confirmer l’expression protéique de la PDE3A dans le striatum. De plus, 
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l’utilisation de marqueurs protéiques spécifiques des ChIN ou d’autres interneurones du 

striatum permettraient de préciser la localisation cellulaire de la PDE3A.  

La PDE3 fait partie des PDE hydrolysant aussi bien l’AMPc que le GMPc et présente une 

très bonne affinité pour les deux seconds messagers. Bien que le Km pour l’AMPc (Km = 

0,47 µM) soit sensiblement semblable à celui du GMPc (Km = 0,29 µM), la vitesse 

maximale de dégradation de l’AMPc est 10 fois supérieure à celle du GMPc (Beavo, 1995; 

Conti et al., 1995; Harrison et al., 1986; Manganiello et al., 1995). La PDE3 est l’unique 

PDE présentant une insertion de 44 acides aminés dans le domaine catalytique 

hautement conservé parmi les PDE. Sa fonction exacte reste toutefois encore inconnue. 

La liaison du substrat induirait un changement de conformation menant à une 

interaction entre le substrat et certains acides aminés présents dans cette insertion  

(Degerman et al., 1997; Hung et al., 2006). Les PDE3 sont codées par deux gènes : Pde3a 

et Pde3b. Tandis que la PDE3B ne présente pas de variant d’épissage, trois variants 

existent pour la PDE3A (PDE3A1 à PDE3A3) (Choi et al., 2001; Wechsler et al., 2002). Les 

PDE3A2 et PDE3A3 sont des variants dont le codon d’initiation est décalé par rapport à 

celui de la PDE3A1.  Ainsi la PDE3A3 représente la protéine la plus courte et PDE3A2 est 

plus petite que PDE3A1. Les PDE3A sont fortement exprimées dans les cardiomyocytes, 

cellules musculaires lisses vasculaires ainsi que les thrombocytes, tandis que la PDE3B 

est majoritairement exprimée dans les adipocytes, hépatocytes et cellules 

pancréatiques (Choi et al., 2001; Shakur et al., 2001). Dans le cerveau, la PDE3A et PDE3B 

sont présentes dans l’hippocampe, le cortex et bulbe olfactif. Seule la PDE3A se trouve 

dans l’amygdale, l’hypothalamus et le striatum (Bolger et al., 1994; Xu et al., 2011). 

Tandis que la présence du messager de la PDE3B est constante au cours du 

développement et à l’âge adulte, celle du messager de la PDE3A peut varier. Pendant le 

développement postnatal, la PDE3A est fortement exprimée dans le bulbe olfactif, le 

cerveau antérieur et le cortex, tandis qu’à l’âge adulte, la PDE3A est principalement 

exprimée dans les neurones matures de l’hippocampe et les ChIN du striatum (Reinhardt 

and Bondy, 1996). Les PDE3 (A1, A2, A3 et B) diffèrent par leur séquence N-terminale, 

sur laquelle peuvent se trouver plusieurs domaines hydrophobes faits de structures 

transmembrananires hélicoïdales (NHR, N-terminal hydrophobic region). La présence de 

ces domaines hydrophobes détermine la localisation cellulaire de la PDE3. Les PDE3A1 

et PDE3B contiennent deux domaines NHR (NHR1 et NHR2) et sont donc principalement 

membranaires, la PDE3A2 contient uniquement le domaine NHR2 et peut être aussi bien 

membranaire que cytoplasmique, la PDE3A3 ne contenant pas de domaine NHR est 

uniquement cytoplasmique (Shakur et al., 2001; Wechsler et al., 2002). A l’exception de 

la PDE3A3, deux sites de phosphorylation par la PKA et un site de phosphorylation par 

la PKB se trouvent de part et d’autre de ces domaines NHR. La phosphorylation de ces 

sites favorise la dégradation de l’AMPc par la PDE3 (Shakur et al., 2001; Wechsler et al., 
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2002). Il s’agit ainsi d’un mécanisme de rétro-contrôle négatif qui freine l’activation de 

la voie de signalisation AMPc/PKA. Grâce à sa capacité d’hydrolyse de l’AMPc et du 

GMPc, la PDE3, comme la PDE2, se trouve à l’interface de ces deux voies de signalisation. 

Ainsi, les deux seconds messagers se retrouvent en compétition pour le site catalytique 

de la PDE3. Cette compétition confère probablement un rôle inhibiteur du GMPc sur 

l’activité catalytique d’hydrolyse de l’AMPc (Maurice and Haslam, 1990). Ainsi, 

l’activation de la voie NO/GMPc réduit la dégradation de l’AMPc par la PDE3 et est en 

faveur d’une augmentation des niveaux d’AMPc. Ce mécanisme a notamment été 

démontré dans les trombocytes du lapin (Maurice and Haslam, 1990) et de la souris 

(Marcoz et al., 1993), dans les cardiomyocytes (Kirstein et al., 1995; Méry et al., 1993) 

ainsi que dans des cellules HEK293 à l’aide d’un biosenseur FRET pour l’AMPc fusionnée 

à la PDE3 (Herget et al., 2008).  

 Les interneurones NOergiques 

Les interneurones NOergiques ont un corps cellulaire d’une taille d’environ 20 µm, avec 

2 à 5 dendrites primaires (Kawaguchi, 1993). Ils sont caractérisés par l’expression de la 

NO synthase, du NPY et de la SOM, et sont donc la source de production du monoxyde 

d’azote (NO) et des peptides NPY et SOM dans le striatum (Chesselet and Graybiel, 1986; 

Kubota et al., 1993; Smith and Parent, 1986; Vincent et al., 1983). Bien qu’ils soient des 

interneurones GABAergiques, leur connectivité avec les MSNs et autres neurones 

striataux est éparse et faible, laissant supposer un rôle médié par une libération diffuse 

de NO et une libération des peptides NPY et SOM, plutôt qu’une libération synaptique 

de GABA (Gittis et al., 2010; Kubota et al., 1993).  

1.4.1 – Activité électrique des interneurones NOergiques 

Les interneurones NOergiques sont caractérisés par un potentiel membranaire 

relativement dépolarisé, autour de -56 mV (Gittis et al., 2010; Kawaguchi, 1993). Ils 

présentent une activité de décharge dite à bas seuil (low threshold calcium spike). Cette 

activité peut parfois être prolongée par un plateau dépolarisant persistant dépendant 

du sodium. C’est pourquoi ces interneurones sont aussi appelés interneurones PLTS 

(persistent and low-threshold spike interneurons) (Kawaguchi, 1993). 

1.4.2 – Modulation de la production du NO 

Le NO est un neuromodulateur gazeux, de courte demi-vie biologique, impliqué dans de 

nombreux processus physiologiques dans le système nerveux central et en périphérie. 

Le NO peut être synthétisé par trois enzymes NOS : NOS neuronal (nNOS), NOS 

inductible et la NOS endothéliale (Garthwaite, 2008). Dans le striatum, les interneurones 
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NOergiques expriment la nNOS dont l’activité dépend du calcium intracellulaire (Bredt 

et al., 1990; Vincent, 1994). Lors d’une activité synchronisée des fibres corticostriatales, 

une augmentation du calcium intracellulaire dépendante des récepteurs NMDA active 

la nNOS et conduit à la libération de NO (Marin et al., 1992; Sammut et al., 2007). 

L’activation des récepteurs D1 (D1/D5) exprimés par les interneurones NOergiques est 

également suffisante pour induire une dépolarisation des interneurones NOergiques, 

une activation de la nNOS et un efflux de NO (Centonze et al., 2002; Sammut et al., 

2006). Par ailleurs, une interaction réciproque entre les récepteurs NMDA et D1 favorise 

la libération de NO in vivo (Park and West, 2009). L’utilisation d’un agoniste du récepteur 

D2 (quinpirole) bloque cet effet via un mécanisme indirect, dépendant de l’activité 

électrique des neurones striataux (Centonze et al., 2002; Hoque et al., 2010). Il 

semblerait que la libération phasique de dopamine facilite l’activité de la nNOS et l’efflux 

de NO, tandis que la libération tonique de dopamine empêche la production de NO via 

les récepteurs D2 (West and Tseng, 2011). L’effet du récepteur D2 est probablement un 

effet indirect puisqu’aucune co-localisation des récepteurs D2 avec un marqueur des 

interneurones NOergiques n’a été établie. Cet effet passe probablement par une 

inhibition des terminaisons synaptiques glutamatergiques et cholinergiques (Lorenc-

Koci and Czarnecka, 2013).  

1.4.3 – Action du NO sur les MSNs 

Le NO diffuse librement au travers des membranes cellulaires et stimule la GC (de Vente 

and Steinbusch, 1992; Garthwaite and Boulton, 1995). Dans le striatum, les MSNs 

expriment fortement la GC (Ariano et al., 1982; Ding et al., 2004; Matsuoka et al., 1992). 

A l’instar de l’AC avec l’AMPc, la GC convertit le GTP (guanosine triphosphate) en GMPc 

et pyrophosphate. Ainsi, la production de NO par les interneurones NOergiques conduit 

à une augmentation des niveaux de GMPc dépendante de la GC dans les MSNs (Lin et 

al., 2010; West et al., 2002; West and Grace, 2004; West and Tseng, 2011). Le GMPc 

cible majoritairement deux types d’enzymes : la protéine kinase dépendante du GMPc 

(PKG) et les PDE régulées par le GMPc (PDE2 dans les MSNs, PDE3 exprimée dans les 

ChIN, et également PDE5 et PDE6 non exprimées dans le striatum). Dans le striatum, la 

PKG étant faiblement exprimée (El-Husseini et al., 1999, 2002), cela suggère que l’effet 

physiologique principal du GMPc est la modulation de l’activité de la PDE2 et PDE3. Une 

étude sur tranche de cerveau de souriceau a montré que, lors d’une augmentation 

transitoire d’AMPc induite par une stimulation des AC, le NO réduit l’amplitude de cette 

réponse dans les MSNs. Cet effet est causé par la stimulation de l’activité de la PDE2A, 

qui dégrade alors plus efficacement l’AMPc (Polito et al., 2013). Ces observations 

concordent avec celles réalisées sur cultures primaires de neurones striataux du rat dans 
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laquelle l’activation de la nNOS par un agoniste D5 stimule l’activité de la PDE2A (Lin et 

al., 2010). Ainsi la PDE2A se trouve à l’interface des voies de signalisation NO/GMPc et 

AMPc/PKA dans les MSNs. 

1.4.4 – Action du NO sur les ChIN 

Une élégante étude montre que la libération de NO dans le striatum dépolarise les ChIN. 

Cette action est directe et indépendante des canaux calciques, des canaux sodium 

sensibles à la tétrodotoxine (TTX), ainsi que de la libération de la dopamine ou du 

glutamate. Cette dépolarisation est causée par l’activation de la voie GC/GMPc qui 

active la PKG. De plus, l’inhibition de la PP-1 ou la PP-2A amplifie légèrement la 

dépolarisation induite par le donneur de NO indiquant que les PP-1 et PP-2A limitent 

l’action de la PKG activée par le NO (Centonze et al., 2001). De plus, il a récemment été 

montré que l’action du NO facilite la réponse des ChIN au glutamate (Blomeley et al., 

2015).  

1.4.5 – Rôle du NO dans les fonctions motrices  

Plusieurs études ont montré une implication du NO en faveur des fonctions motrices. 

L’administration systémique de différents inhibiteurs de la nNOS provoque une 

catalepsie chez la souris, le rat et le pigeon (Cavas and Navarro, 2002; Del Bel et al., 

1998; Jewett et al., 1996; Stewart et al., 1994). La catalepsie est atténuée par 

l’application systémique de donneurs de NO comme la molsidomine (Krzaścik and 

Kostowski, 1997; Lorenc-Koci and Czarnecka, 2013) ou le précurseur du NO, L-Arginine 

(Marras et al., 1995). Les mêmes observations sont faites lors d’application intra-

striatale d’inhibiteurs sélectifs et non-sélectifs de la nNOS (Del Bel et al., 2005, 2004) . 

Ces effets sont également reversés par l’application intrastriatale de L-Arginine (Del Bel 

et al., 2004). Les inhibiteurs de la nNOS atténuent également l’augmentation de l’activité 

locomotrice induite par des antagonistes des récepteurs NMDA ou des agonistes des 

récepteurs D1 (Deutsch et al., 1996; Starr and Starr, 1995). Ces données suggèrent un 

rôle du NO comme facilitateur de l’activité locomotrice. 

 L’implication du striatum dans la maladie de 

Parkinson et les dyskinésies associées au traitement par la 

L-DOPA 

Le striatum étant hautement impliqué dans la mise en place de mouvements volontaires 

et la sélection d’actions, il joue un rôle dans de nombreuses pathologies motrices, 

comme la maladie de Huntington, l’hyperactivité, les dystonies, le syndrome de Gilles 
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de la Tourette ou encore la maladie de Parkinson que je développerai dans la suite de 

cette partie (Albin et al., 1989). 

Les dysfonctionnements de ces pathologies diffèrent. Par exemple, la maladie de 

Huntington est causée par la dégénérescence des MSNs D1 (Miller et al., 2008), la 

maladie de Parkinson par la dégénérescence des neurones dopaminergiques, le 

syndrome de Gilles de la Tourette par une réduction des interneurones parvalbumine 

(Kalanithi et al., 2005). Le fonctionnement global du striatum reposant sur l’intégration 

des connexions extra- et intra-striatales, un dysfonctionnement global du circuit striatal 

a été mis en évidence dans chacune de ces maladies (Gittis and Kreitzer, 2012).  

La maladie de Parkinson est caractérisée par la dégénérescence progressive des 

neurones dopaminergiques de la substance noire compacte conduisant à une 

diminution des niveaux de dopamine libérée dans le striatum. Pourtant, c’est seulement 

lorsqu’environ 50 % des afférences dopaminergiques dégénèrent et que le niveau 

striatal de dopamine diminue de 70 % que les premiers symptômes moteurs de la 

maladie de Parkinson apparaissent (Fearnley and Lees, 1991; Marsden, 1990). Cette 

expression phénotypique tardive est due aux adaptations striatales qui, dans une 

certaine mesure, compensent la diminution des niveaux de dopamine. Ces nombreuses 

adaptations anatomiques et cellulaires se produisent et permettent dans un premier 

temps de maintenir un fonctionnement du striatum. A terme, lorsque les symptômes 

moteurs de la maladie de Parkinson apparaissent et que le diagnostic de la maladie est 

établi, les patients reçoivent le traitement de référence, le lévodopa. Toutefois, sur le 

long terme, ces adaptations cellulaires associées au traitement lévodopa conduisent au 

développement des dyskinésies induites par la L-DOPA (LID). Chez les modèles murins 

et primates non humains, les LID se développement uniquement lorsque la lésion des 

neurones dopaminergiques est en moyenne supérieure à 80 - 85 % (Cenci, 2014; Guigoni 

et al., 2005; Winkler et al., 2002). Toutefois, nous avons observé qu’une lésion sévère 

(vérifiée par immunomarquage) n’est pas toujours associée au développement des LID 

lors du traitement. Des observations similaires ont par ailleurs été faites chez les 

patients parkinsoniens (Hong et al., 2014; Manson et al., 2012).   

Dans ce prochain chapitre, je développerai les adaptations anatomiques et cellulaires 

du striatum dans la maladie de Parkinson et les LID. 

1.5.1 – Les traitements actuels  

Plusieurs traitements sont utilisés de nos jours pour traiter les symptômes de la maladie 

de Parkinson en ciblant principalement le système dopaminergique.  
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1.5.1.1 – Le lévodopa : traitement de référence 

La L-DOPA, aussi appelée lévodopa, constitue le traitement de référence de la maladie 

de Parkinson et permet de traiter les tremblements et les bradykinésies. La L-DOPA est 

un précurseur de la dopamine (et également de la noradrénaline et adrénaline) capable 

de traverser la barrière hématoencéphalique. Ainsi, la L-DOPA est administrée par prise 

orale plusieurs fois par jour. Ce traitement est combiné au carbidopa qui inhibe la 

dopadécarboxylase périphérique et diminue ainsi la dégradation périphérique de la L-

DOPA. 

La conversion de la L-DOPA en dopamine se fait par la dopadécarboxylase, une enzyme 

principalement exprimée par les neurones cathécholaminergiques et sérotoninergiques 

(Andén et al., 1964). Ces neurones expriment également le transporteur VMAT2 

responsable du transporteur des monoamines (dont la dopamine) dans les vésicules 

synaptiques. Seuls les neurones dopaminergiques et sérotonergiques ont été mis en 

cause dans la libération de dopamine dérivée du lévodopa, principalement car les 

neurones noradrénergiques transforment la dopamine obtenue à partir du lévodopa en 

noradrénaline (Cenci, 2014). Le traitement L-DOPA permet de restaurer les niveaux de 

dopamine et ainsi contrer les symptômes moteurs de la maladie de Parkinson. D’ailleurs, 

une étude a montré par microdialyse que les niveaux extracellulaires de dopamine après 

traitement L-DOPA sont significativement plus élevés dans l’hémisphère de rats lésés 

comparé à des rats sans lésion (Abercrombie et al., 1990). La même étude a par ailleurs 

montré que les niveaux de dopamine chez les rats sans lésion étaient augmenté lors de 

l’inhibition des transporteurs DATs jusqu’à atteindre le même niveau que celui des rats 

lésés (Abercrombie et al., 1990). Ces résultats ont été complétés par une étude 

montrant par PETscan (tomographie par émission de positrons) une corrélation négative 

entre le niveau extracellulaire de dopamine lors du traitement L-DOPA et le niveau des 

transporteurs DAT, uniquement lorsque la perte des neurones dopaminergiques est 

inférieure à 90% (Sossi et al., 2009). La dopamine extracellulaire en excès est 

effectivement recapturée par les transporteurs DATs exprimés par les neurones 

dopaminergiques encore présents dans le striatum. Dans ces conditions, le traitement 

L-DOPA est efficace et permet de restaurer, voire augmenter, les niveaux 

extracellulaires de dopamine.  

La dopamine libérée par les neurones sérotoninergiques est considérée comme un « 

neurotransmetteur faux ». L’implication des neurones sérotoninergiques dans la 

libération de dopamine dérivée du lévodopa a été mise en évidence par Tanaka et al 

(Tanaka et al., 1999). Dans un modèle de rat présentant une lésion des neurones 

dopaminergiques et sérotoninergiques, la libération de dopamine suite au traitement L-

DOPA est réduite de 80 % en comparaison avec les rats présentant uniquement la lésion 
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dopaminergique (Tanaka et al., 1999). Cela signifie que plus la dégénérescence des 

neurones dopaminergiques progresse, plus la dopamine extracellulaire provient d’une 

libération par les neurones sérotoninergiques. Or, l’activité électrique des neurones 

sérotoninergiques et l’anatomie de leur arbre axonal sont différentes des neurones 

dopaminergiques. De plus, aucun feedback négatif médié par la dopamine ne peut agir 

comme rétrocontrôle négatif de ces neurones sérotoninergiques. Cela conduit donc à 

une libération de dopamine aberrante, qui est de plus en plus importante avec 

l’évolution de la maladie. Ce phénomène entre notamment en jeu dans le 

développement des LID.  

La limite majeure du traitement à la L-DOPA réside dans la réduction temporelle de la 

fenêtre thérapeutique pendant laquelle le traitement est efficace contre les symptômes 

moteurs (figure 13). Au fur et à mesure des prises répétées quotidiennes de L-DOPA, des 

épisodes dits « off » correspondent à un taux plasmatique de lévodopa trop faible et à 

l’expression des tremblements et bradykinésies. A l’inverse, lorsque le taux plasmatique 

de lévodopa est trop élevé, des dyskinésies s’expriment pendant des épisodes dits 

« on ». Le développement des dyskinésies apparaissent chez environ 30 % des patients 

traités à la L-DOPA depuis 4 à 6 ans, puis 90 % après 9 ans de traitement (Ahlskog and 

Muenter, 2001) et affectent grandement la qualité de vie des patients. 

 

Figure 13 : Interaction entre la dose de levodopa, les épisodes « off » et les LID (figure 

reprise d’Armstrong et al. 2020). La fréquence de prise du lévodopa est conseillée en début de 

traitement à trois fois par jour, ce qui assure une concentration adéquat de dopamine au fil de la 

journée (early stage). Au fur et à mesure de la progression de la maladie de Parkinson, des doses 

plus élevées et plus fréquentes sont requises pour maintenir un niveau suffisant de dopamine au 

cours de la journée. La fenêtre thérapeutique diminue au cours de l’évolution de la maladie de 

Parkinson (zone bleue). Les LID se développent au moment où la concentration cérébrale en 

lévodopa est maximale (zone violette). A l’inverse, lorsque la concentration de lévodopa est au 

minimum, des périodes « off » apparaissent, pendant lesquelles le traitement n’est pas efficace 

(zone rose) (Armstrong and Okun, 2020). 
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Pour contrer ces fluctuations motrices, un système de distribution du 

lévodopa/carbidopa par une pompe entérale a été développé. Ce système délivre des 

doses plus faibles de manière plus régulières et permet ainsi de diminuer les fluctuations 

plasmatiques en lévodopa et d’améliorer la qualité de vie des patients (Virhammar and 

Nyholm, 2017). 

1.5.1.2 – Autres traitements médicamenteux 

Plusieurs agents pharmacologiques ciblant le système dopaminergiques sont utilisés, 

principalement lorsque le traitement lévodopa ne conduit pas à une amélioration 

suffisante des symptômes moteurs ou en complément du traitement lévodopa pour 

améliorer son efficacité. Des inhibiteurs des enzymes qui dégradent la dopamine 

(inhibiteurs des MAO-B (monoamine oxidase B) et COMT (catechol-O-methyl 

transferase)) permettent de prolonger l’efficacité du lévodopa.  

Les pompes à apomorphine, un agoniste de la dopamine, sont principalement utilisées 

dans des cas avancés de la maladie de Parkinson pour réduire les fluctuations motrices 

et les dyskinésies (Katzenschlager et al., 2005). Ce traitement constitue une alternative 

pour les patients non éligibles à la stimulation cérébrale profonde.  

D’autres traitements ciblent le système cholinergique. Les traitements anti-

cholinergiques sont majoritairement des antagonistes des récepteurs M4 et empêchent 

ainsi l’action de l’acétylcholine. Les traitements anticholinergiques constituent l’un des 

premiers traitements utilisés avant le développement du lévodopa. Ils sont encore 

utilisés pour traiter les tremblements, mais semblent moins efficace contre les rigidités 

musculaires et bradykinésies. 

L’amantadine est également régulièrement utilisée pour limiter les dyskinésies. Cet 

agent pharmacologique est un antagoniste des récepteurs NMDA et semble également 

agir sur la dopamine en bloquant la recapture de la dopamine. 

1.5.1.3 – La stimulation cérébrale profonde et l’échographie focalisée guidée 

par résonance magnétique  

La stimulation cérébrale profonde consiste en l’implantation de deux électrodes 

permettant la stimulation des noyaux subthalamiques ou du globus pallidus interne. 

Cette technique permet une stimulation continue et évite ainsi les fluctuations (Chiken 

and Nambu, 2014). La stimulation cérébrale profonde est une technique nécessitant une 

intervention chirurgicale. C’est pourquoi elle est généralement proposée lorsque le 

traitement lévodopa ne permet pas de traiter les symptômes moteurs de la maladie de 

Parkinson. 
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Plus récemment, l’échographie focalisée guidée par résonance magnétique (MRgFUS, 

Magnetic resonance-guided focused ultrasound) est une technique non invasive qui 

permet l’ablation du tractus entre le thalamus et le globus pallidus interne. Cette 

technique réduit immédiatement les tremblements chez les patients parkinsoniens 

(Schlesinger et al., 2017). 

1.5.2 – Adaptations dans la maladie de Parkinson et les LID 

La dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques et de leurs projections 

striatales conduit à une modification des niveaux de dopamine libérés de manière 

volumique dans le striatum. Toutefois, les premiers symptômes de la maladie de 

Parkinson se développent seulement lorsque la dégénérescence des afférences 

striatales atteint les 70 à 80 % de mort neuronale. De nombreuses adaptations pré- et 

postsynaptiques compensent dans un premier temps la mort des neurones 

dopaminergiques. Dans la suite de cette partie, je vais d’abord développer les 

adaptations présynaptiques, plus particulièrement les changements de la libération 

tonique et phasique de dopamine. Ensuite, je développerai les adaptations 

postsynaptiques des MSNs, ChIN et interneurones NOergiques impliquées dans cette 

phase présymptomatique.   

1.5.2.1 – Transmission volumique de dopamine 

Dans les modèles présymptomatiques de la maladie de Parkinson présentant une 

neurodégénérescence inférieure à 80 %, les mesures par microdialyse montrent une 

concentration extracellulaire de dopamine similaire entre le modèle de rat Parkinsonien 

et le modèle contrôle (Abercrombie et al., 1990; Parsons et al., 1991; Robinson et al., 

1994). Des adaptations présynaptiques permettent un maintien des niveaux tonique de 

dopamine. Un premier modèle établi par Zigmond et al. montre que ce maintien des 

niveaux de dopamine est causé par une augmentation de la production et libération de 

dopamine par les neurones dopaminergiques restants, combinée à une diminution de 

la recapture par les transporteurs présynaptiques à la dopamine (Agid et al., 1973; 

Bezard and Gross, 1998; Zigmond, 1997; Zigmond et al., 1992, 1990). Ainsi la 

transmission volumique de dopamine peut se faire dans une zone élargie par diffusion 

de la dopamine dans des zones affectées par la dégénérescence des afférences 

dopaminergiques. L’utilisation de la voltamétrie cyclique à balayage rapide (fast-scan 

cyclic voltammetry) a permis d’améliorer la résolution temporelle de ces mesures et 

d’étudier séparément les mécanismes de libération et de recapture de la dopamine. 

Ainsi un nouveau modèle de « stabilisation passive » a émergé (Bergstrom and Garris, 

2003). En effet, la recapture de la dopamine se fait principalement par les afférences 

dopaminergiques. Ainsi, la perte des afférences dopaminergiques conduit à une 
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réduction de la libération et de la recapture de la dopamine dans des proportions 

similaires, conduisant ainsi à un maintien des niveaux de dopamine (Bergstrom and 

Garris, 2003; Bezard et al., 2000; Dentresangle et al., 2001; Garris et al., 1997). Ce 

modèle est cohérent avec une absence de modification de l’activité tonique des 

neurones dopaminergiques restants (Hollerman and Grace, 1990). A l’inverse, lors d’une 

activité phasique des neurones dopaminergiques restants, les niveaux extracellulaires 

de dopamine sont diminués dans la phase présymptomatique de la maladie de 

Parkinson en comparaison au modèle contrôle (Garris et al., 1997). Une observation 

similaire a été faite dans un modèle animal de déplétion en dopamine produite par la 

métamphétamine (Howard et al., 2013, 2011). En effet, la libération phasique conduit à 

une forte augmentation de la concentration extracellulaire en dopamine, suffisante 

pour saturer le mécanisme de recapture (Dentresangle et al., 2001; Garris et al., 1997). 

Ce modèle de stabilisation passive a été confirmé in silico (Navntoft and Dreyer, 2016). 

Par ailleurs, l’absence de symptôme, malgré une diminution progressive des niveaux de 

dopamine phasique, est possible grâce à mécanismes d’adaptations postsynaptiques 

(Navntoft and Dreyer, 2016). 

1.5.2.2 – Adaptations morphologiques, électrophysiologiques et 

biochimiques des MSNs  

Aussi bien les MSNs D1 que les MSNs D2 sont affectées par cette neurodégénérescence. 

Suite à la diminution des niveaux de dopamine, les MSNs présentent des changements 

morphologiques, électrophysiologiques et biochimiques (Albin et al., 1989; Bezard et al., 

2001; Day et al., 2006; DeLong, 1990; Fieblinger et al., 2014; Mallet et al., 2006; McNeill 

et al., 1988; Stephens et al., 2005).  

1.5.2.2.1 – Adaptations morphologiques des MSNs 

Chez les patients Parkinsoniens, les primates non humains et les modèles murin de la 

maladie de Parkinson, la longueur des dendrites et la densité des épines dendritiques 

des MSNs sont réduites (Ingham et al., 1989; McNeill et al., 1988; Smith et al., 2009; 

Stephens et al., 2005; Villalba et al., 2009; Zaja-Milatovic et al., 2005). Cette réduction 

est progressive et corrélée à la perte progressive des neurones dopaminergiques (Smith 

et al., 2009; Villalba et al., 2009; Zaja-Milatovic et al., 2005). L’utilisation des souris 

transgéniques BAC a permis d’étudier spécifiquement les changements morphologiques 

des MSNs D1 et des MSN D2 dans des modèles animaux de la maladie de Parkinson. 

Dans des modèles tardifs de la maladie de Parkinson, la complexité de l’arbre 

dendritique des MSNs D1 et D2 est significativement réduite. La longueur dendritique 

ainsi que le nombre de ramifications proximales et distales et le nombre de dendrites 

primaires sont significativement réduits (Fieblinger et al., 2018, 2014; Gagnon et al., 

2017). Ces altérations ne sont pas corrigées par le traitement L-DOPA. Toutefois, dans 
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un modèle réversible de la maladie de Parkinson (modèle primate non humain traité au 

MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)), la régénération des afférences 

dopaminergiques après l’arrêt du traitement conduit à une normalisation de la 

complexité de l’arbre dendritique des MSNs (Witzig et al., 2020). La réduction de la 

complexité de l’arbre dendritique est donc réversible et dépendante des afférences 

dopaminergiques mais pas de la libération de dopamine. La dégénérescence des 

neurones dopaminergiques induit également une réduction de la densité des épines 

dendritiques dans les MSNs D2 (Fieblinger et al., 2018, 2014; Nishijima et al., 2014). 

Celle-ci est corrigée par le traitement à la L-DOPA (Fieblinger et al., 2014). Dans les MSNs 

D1, différentes études montrent des résultats contradictoires en fonction du modèle de 

la maladie de Parkinson utilisé. Dans des modèles de lésion partielle ou chronique de la 

maladie de Parkinson, une réduction de la densité des épines est mesurée (Gagnon et 

al., 2017; Suarez et al., 2018; Suárez et al., 2014; Villalba et al., 2009; Zaja-Milatovic et 

al., 2005). Dans le modèle induisant une lésion complète des afférences 

dopaminergiques, la densité des épines dendritiques des MSNs D1 est inchangée (3 à 4 

semaines après la lésion) (Day et al., 2006; Fieblinger et al., 2014) mais diminuée lors du 

traitement à la L-DOPA (Fieblinger et al., 2014). Récemment, l’étude de Graves et 

Surmeier a montré, dans ce même modèle, une diminution des épines dendritiques des 

MSNs D1 trois mois après la lésion (Graves and Surmeier, 2019). Les modifications de 

l’arbre dendritique des MSNs D1 et D2 semblent être médiées par des mécanismes 

différents. De nouvelles études sont toutefois nécessaires (Shen et al., 2022).  

1.5.2.2.2 – Adaptations électrophysiologiques des MSNs  

L’activité électrique des MSNs est globalement augmentée suite à la 

neurodégénérescence des afférences dopaminergiques striatales (Alloway and Rebec, 

1984; Chen et al., 2001; Schultz and Ungerstedt, 1978). Toutefois, l’étude des 

changements électrophysiologiques des MSNs D1 et D2 a mené à des résultats 

contradictoires. Certaines études ont montré in vivo chez le rat hémi-parkinsonien 

anesthésié que l’activité électrique des MSNs D1 est réduite, tandis que celle des MSNs 

D2 est augmentée (Mallet et al., 2006). Sachant que l’activation des MSNs D1 et D2 est, 

respectivement, en faveur et défaveur du mouvement, ces résultats peuvent expliquer 

le développement des akinésies dans la maladie de Parkinson. Ces résultats ont été 

confirmés in vivo chez la souris lésée par imagerie calcique et optogénétique quand 

l’animal est immobile (Parker et al., 2018; Ryan et al., 2018). Lors d’une mise en 

mouvement, les MSNs D2 présentent une activité inchangée par rapport aux animaux 

contrôles, tandis que les MSNs D1 maintiennent une activité réduite (Parker et al., 2018; 

Ryan et al., 2018). Une étude a par ailleurs montré que l’activation par optogénétique 

des MSNs D1 réduit les symptômes moteurs de la maladie de Parkinson (Kravitz et al., 

2010). Ces résultats s’opposent à ceux de d’autres études, où, respectivement, une 
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augmentation et réduction de l’activité électrique des MSNs D1 et D2 a été mise en 

évidence (Day et al., 2006; Fieblinger et al., 2018, 2014; Graves and Surmeier, 2019). 

Ainsi, Surmeier et al. propose un modèle où les MSNs compensent la perte de dopamine 

permettant de normaliser leur activité électrique et maintenir le fonctionnement du 

striatum : les MSNs D1, devenus hypo-excitables par la perte de la signalisation des 

récepteurs D1, compensent en augmentant leur activité électrique, et inversement dans 

les MSNs D2 (Shen et al., 2022). Ces résultats ont été partiellement confirmé dans 

d’autres équipes, qui ont montré uniquement une augmentation de l’activité électrique 

des MSNs D1, mais aucun changement dans les MSNs D2 (Ketzef et al., 2017; Maurice 

et al., 2015). Ces divergences pourraient être dues aux modèles animaux de la maladie 

de Parkinson : toutes ces études ont induit la maladie de Parkinson par l’injection d’une 

toxine (la 6-hydroxydopamine, 6-OHDA) dans différentes zones du système nigrostrié. 

D’une part, ces modèles sont sévères et non progressifs, à l’inverse de la maladie de 

Parkinson. D’autre part, en fonction de la zone d’injection et de la durée post-lésionnelle 

à laquelle ont été conduites les expériences, les adaptations des MSNs semblent être 

différentes (Maurice et al., 2015; Shen et al., 2022; Zhai et al., 2019). De plus, l’activité 

électrique des MSNs est également influencée par l’activité des interneurones du 

striatum. Bien que les altérations de l’activité électrique des ChIN dans les modèles 

murin de la maladie de Parkinson demeurent controversée (Choi et al., 2020; Ding et al., 

2006; Maurice et al., 2015; McKinley et al., 2019), la lésion des neurones 

dopaminergiques affectent l’effet de l’ACh sur les MSNs D1 (Laverne et al., 2022). En 

effet, l’inhibition des ChIN par optogénétique réduit les symptômes moteurs de la 

maladie de Parkinson (Maurice et al., 2015; Ztaou et al., 2016). Cet effet passe 

notamment par une potentiation de la transmission synaptique des MSNs D1, en levant 

l’inhibition de la PKA médié par le récepteur M4 (Laverne et al., 2022).  

Lors du traitement L-DOPA et des dyskinésies, les MSNs subissent à nouveau des 

adaptations : l’activité électrique des MSNs D1 est significativement supérieure aux 

animaux contrôle, et celle des MSN D2 est réduite (Alcacer et al., 2017; Fieblinger et al., 

2014; Parker et al., 2018; Ryan et al., 2018). L’effet du traitement L-DOPA sur l’activité 

électrique est notamment médié par les récepteurs à la dopamine de type D1 et D2. En 

effet, l’utilisation d’un agoniste des récepteurs D1 ou des récepteurs D2 conduit à une 

régulation bidirectionnelle des MSNs. La voie directe semble par ailleurs 

particulièrement impliquée dans le développement des LID. Effectivement, l’agoniste 

des récepteurs D1 conduit à des dyskinésies similaires à celles causées par le traitement 

L-DOPA, tandis que l’agoniste des récepteurs D2 produit des dyskinésies de moindre 

importance (Ryan et al., 2018). Par ailleurs, seule une sous-population des MSNs D1 

semble être responsable de l’expression des LID et présente une activité électrique 

supérieure aux autres MSNs uniquement pendant l’expression des dyskinésies (Ryan et 
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al., 2018). Une élégante étude combinant l’optogénétique et les cellules TRAP (targeted 

recombination in active populations) a montré un taux de décharge excessif chez une 

fraction (environ 20%) des MSNs D1 lors de l’expression des LID. Sans traitement L-

DOPA, la réactivation par optogénétique de cette sous-population de MSNs D1  est 

suffisante pour induire l’expression des dyskinésies. De plus, la sévérité des LID est 

corrélée au nombre de cellules de cette sous-population (Girasole et al., 2018). 

1.5.2.3 – Adaptations biochimiques des MSNs dans la maladie de Parkinson 

et les LID   

1.5.2.3.1 – Hypersensibilité des MSNs D1 dans la maladie de Parkinson 

De nombreux changements adaptatifs au cours de la maladie de Parkinson ont été 

observés au niveau de la signalisation intracellulaire des MSNs. Suite à une lésion des 

afférences dopaminergiques, l’expression des gènes des MSNs D1 et D2 est notamment 

affectée de manière opposée. Les messagers pour l’enképhaline et le récepteur D2 sont 

augmentés dans les MSNs D2 tandis que les messagers pour le récepteur D1, la 

substance P et la dynorphine sont diminués dans les MSNs D1 (Gerfen et al., 1991, 1990; 

Pavón et al., 2006; Young et al., 1986). Chez l’humain et les modèles murins de la 

maladie de Parkinson, l’augmentation du messager pour le récepteur D2 est corrélée à 

une augmentation de la protéine (Beresford et al., 1988; Hurley et al., 2001; Savasta et 

al., 1988). Concernant le récepteur D1, aucune modification d’expression n’a été 

démontrée par analyse autoradiographique (Beresford et al., 1988; Hurley et al., 2001; 

Savasta et al., 1988). Il n’est pas à exclure que le nombre de récepteurs adressés à la 

membrane cytosolique soit altéré. Suite à la lésion des neurones dopaminergiques, les 

MSNs D1 développent une hypersensibilité à la dopamine (Pifl et al., 1992b, 1992a; 

Ungerstedt, 1971). Cette hypersensibilité permet le maintien de l’équilibre 

homéostasique par compensation de la diminution des niveaux de dopamine et retarde 

ainsi l’apparition des premiers symptômes de la maladie. Elle n’est toutefois plus 

suffisante lorsque la neurodégénérescence est trop importante et que les niveaux de 

dopamine sont trop faibles.  

Plusieurs adaptations en aval du récepteur D1 ont été mises en évidence et expliquent 

l’hypersensibilité des MSNs D1 en réponse à la déplétion des neurones 

dopaminergiques. Une augmentation de la protéine Golf mènent à un couplage exacerbé 

entre le récepteur D1 et la protéine G (Alcacer et al., 2012; Corvol, 2004; Herve et al., 

1989; Hervé et al., 1993). Ce couplage accru est également renforcé par une 

augmentation de l’activité de l’AC5 (Rangel-Barajas et al., 2011). L’imagerie 

ratiométrique de biosenseurs FRET a montré, ex vivo et in vivo, une augmentation de 

l’activité de la PKA exclusivement dans les MSNs D1 dans le modèle murin de la maladie 

de Parkinson (Jones-Tabah et al., 2020; Mariani et al., 2019). Pourtant, certaines cibles 

de la PKA, telles que la DARPP-32 (sur son site Thr34) ou le récepteur AMPA (sur la sous 

unité GluA1), ne sont pas hyperphosphorylés (Lebel et al., 2010; Santini et al., 2007; 
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Sugiyama et al., 2021). Egalement, il n’y a pas d’augmentation de l’expression de c-fos, 

un gène précoce immédiat (immediate early gene, IEG) dont l’expression est 

dépendante de la phosphorylation de CREB par la PKA (Lebel et al., 2010). 

1.5.2.3.2 – Sur-activation des MSNs D1 associée au développement des LID 

L’hypersensibilité des MSNs D1 combinée à un traitement chronique de L-DOPA conduit 

au développement des LID. En effet, l’utilisation d’un agoniste des récepteurs D1 conduit 

à une expression des gènes précoces immédiats (immediate early gene, IEG) tel que c-

fos, tandis qu’aucune modification n’est observée en l’absence d’une lésion 

dopaminergique (Gerfen, 2003; Robertson et al., 1990). De plus, la transcription de 

plusieurs messagers est altérée : les messagers de la prodynorphine dans les MSNs D1 

et de l’enképhaline dans les MSNs D2 sont augmentés et leur augmentation est 

positivement corrélée avec la sévérité des dyskinésies (Cenci et al., 1998; Henry et al., 

2003; Lundblad et al., 2004; Moratalla et al., 1996; Pavón et al., 2006).  

Plusieurs études ont mis en évidence la corrélation entre la sévérité des LID et une 

activation accrue de la voie AMPc/PKA dans les MSNs D1 spécifiquement. Le 

développement des LID est associé à une augmentation de l’expression de l’ARNm du 

récepteur D1 et une augmentation de la sensibilité de ces récepteurs (la sensibilité du 

récepteur étant définie par les auteurs comme la capacité du récepteur à activer les 

protéines G après liaison d’un agoniste) (Aubert et al., 2005). L’expression de la protéine 

Golf, surexprimée suite à la lésion des neurones dopaminergiques, est réduite lors du 

traitement des LID, mais demeure supérieure aux souris non lésées (Alcacer et al., 2012; 

Corvol, 2004; Morigaki et al., 2017; Rangel-Barajas et al., 2011). Le développement des 

LID est également associé à une phosphorylation accrue de la DARPP-32 sur la Thr34 

(Alcacer et al., 2012; Aubert et al., 2005; Bateup et al., 2010; Lebel et al., 2010; Sugiyama 

et al., 2021) et de la sous-unité GluA1 des récepteurs AMPA (Alcacer et al., 2012; 

Sugiyama et al., 2021), cibles de la PKA. Une étude conduite chez un modèle primate 

non humain de la maladie de Parkinson a montré que l’induction d’une surexpression 

de ΔfosB, sans traitement L-DOPA, est suffisante pour induire des LID (Andersson et al., 

1999). Une augmentation de l’expression de ce facteur de transcription fosB/ΔfosB a été 

reportée chez les modèles murins dyskinétiques (Andersson et al., 1999; Beck et al., 

2019; Darmopil et al., 2009; Feyder et al., 2016; Lebel et al., 2010; Lundblad et al., 2004; 

Pavón et al., 2006). Cette altération est présente particulièrement dans les MSNs D1 et 

une fraction des interneurones NOergiques (Cenci et al., 1999; Pavón et al., 2006). Une 

étude récente a montré plus particulièrement une augmentation de l’expression de 

fosB/ΔfosB chez une sous population des MSNs D1 présentant une repousse dendritique 

et une réduction d’excitabilité suite au traitement à la L-DOPA (Fieblinger et al., 2018). 

L’ensemble de ces études démontre une suractivation de la voie AMPc/PKA, suggérant 

qu’une réduction de cette voie de signalisation pourrait réduire les LID. Pour vérifier 

cela, des modèles de souris KO ont été générés. Chez un modèle de souris Parkinson KO 

pour le récepteur D1, le traitement à la L-DOPA ne conduit pas au développement de 
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dyskinésies (Darmopil et al., 2009). Chez les souris KO pour la DARPP-32 spécifiquement 

dans les MSNs D1, les LID sont significativement réduites par rapport aux souris wild-

type (Bateup et al., 2010). Enfin, l’application d’un inhibiteur de la PKA par injection 

intra-striatale réduit la sévérité des LID lors du traitement à la L-DOPA (Lebel et al., 

2010). 

Une corrélation entre la sévérité des LID et une augmentation de la phosphorylation 

d’ERK1/2 a également été mise en évidence dans les MSNs D1 (Alcacer et al., 2012; Lebel 

et al., 2010; Pavón et al., 2006; Santini et al., 2009, 2007; Sugiyama et al., 2021; Westin 

et al., 2007). L’augmentation de la phosphorylation d’ERK1/2 conduit à une 

augmentation de l’activation des cibles d’ERK, comme la kinase MSK1 (mitogen- and 

stress-activated kinase 1) qui phosphoryle CREB. Chez la souris KO pour MSK1, les LID 

sont réduites (Feyder et al., 2016). Cependant, MSK1 étant en aval de la cascade, la 

délétion du gène n’empêche pas une sur-activation de la voie AMPc/PKA et d’ERK1/2, 

expliquant une faible expression des LID. D’autres études ont montré que la 

phosphorylation d’ERK1/2 résulte d’une sur-activation de la voie AMPc/PKA. Chez le 

modèle de souris KO pour le récepteur D1 et KO pour la DARPP-32, l’absence et la 

réduction des LID sont associées à une absence et réduction de la phosphorylation 

d’ERK1/2, respectivement (Darmopil et al., 2009; Santini et al., 2007). Le développement 

d’une souris hétérozygote KO pour la protéine Golf Gnal+/- a permis d’étudier les LID dans 

un modèle présentant une réduction de l’activité de la voie AMPc/PKA (Corvol et al., 

2007, 2001). Comme chez les souris WT, une lésion du système dopaminergique et un 

traitement chronique de L-DOPA chez le modèle Gnal+/- conduit au développement des 

LID (Alcacer et al., 2012). Cependant, une diminution de phosphorylation de la DARPP-

32 est observée chez le modèle Gnal+/- lésé, tandis que le taux de phosphorylation 

d’ERK1/2 demeure supérieure à celui des souris non lésées. La diminution de la 

phosphorylation de la DARPP-32 n’est pas suffisante pour permettre une réduction du 

taux de phosphorylation d’ERK1/2, suggérant qu’un faible taux de DARPP-32 

phosphorylée suffit pour permettre la phosphorylation d’ERK1/2 (Alcacer et al., 2012). 

La phosphorylation d’ERK1/2 est donc dépendante de l’activation du récepteur D1 et de 

l’activation accrue de la voie AMPc/PKA.  

L’utilisation in vivo de l’imagerie ratiométrique de biosenseurs FRET a permis 

récemment d’étudier l’activité de la PKA et les niveaux de phosphorylation d’ERK1/2 au 

cours de la vie d’un même animal, de l’état Parkinsonien (lésion des neurones 

dopaminergiques) à l’état dyskinétique (lésion des neurones dopaminergiques et 

traitement chronique à la L-DOPA) (Jones-Tabah et al., 2020). Cette étude a confirmé 

une activité accrue de la PKA et d’ERK1/2 dans l’état Parkinsonien et l’état dyskinétique 

en comparaison aux souris non lésées. Toutefois, le traitement chronique à la L-DOPA 

conduit à une réduction de l’activité de la PKA et d’ERK1/2, malgré une augmentation 

de l’expression des dyskinésies au cours du temps. Le traitement chronique à la L-DOPA 

semble donc reversé partiellement l’hypersensibilité des récepteurs D1 à l’état 
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Parkinsonien. Cependant, le traitement chronique conduit également à une sur-

activation de la voie PKA et ERK1/2 et donc à un meilleur couplage entre l’activation du 

récepteur D1 et l’induction des LID (Jones-Tabah et al., 2020). 

1.5.2.3.3 – Implication des MSNs D2 dans les LID 

Bien que plusieurs évidences impliquent hautement les MSNs D1 dans les altérations 

motrices de la maladie de Parkinson et les LID, les MSNs D2 sont également essentiels 

au fonctionnement du striatum. Leurs altérations suite à la lésion dopaminergique et au 

traitement à la L-DOPA sont cependant beaucoup moins connues. Plusieurs raisons 

peuvent expliquer ce manque de littératures. Tout d’abord, dans le striatum, les 

récepteurs à la dopamine D2 sont exprimés dans de nombreux types cellulaires (dans les 

MSNs D2, mais également dans les ChIN et les afférences dopaminergiques), rendant 

leur étude plus complexe. De plus, contrairement au modèle de souris KO pour le 

récepteur D1, le modèle de souris KO pour le récepteur D2 ou le récepteur A2A n’empêche 

pas le développement des LID (Darmopil et al., 2009; Florio et al., 2022; Fredduzzi et al., 

2002).  

Dans un modèle de souris KO pour le récepteur D2, une augmentation de l’expression 

de gènes liés à la voie AMPc est observée (ADCY5 codant pour l’AC5, GNAL codant pour 

la sous unité α de Golf, GNG7 codant pour la sous unité γ 7 de la protéine G, ainsi PDE10A, 

PDE7B et PDE1B) (Florio et al., 2022). Cette altération n’est pas rétablie lors du 

traitement à la L-DOPA (Florio et al., 2022). De plus, le traitement L-DOPA (15 mg/kg) 

exacerbe l’expression des LID chez le modèle KO et conduit également à une 

augmentation de la phosphorylation d’ERK1/2 et de l’expression de c-fos, deux 

marqueurs de la sévérité des LID. L’activation de la voie de signalisation dépendante du 

récepteur D2 semble donc réduire l’expression des LID. Toutefois, il est important de 

noter que seule une dose supérieure à 6 mg/kg induit une exacerbation des LID. Ces 

résultats sont cohérents avec une étude montrant que le traitement L-DOPA (25mg/kg) 

rétablit la densité des épines dendritiques exclusivement dans les MSNs D2 (Suárez et 

al., 2014). Cela suggère un mécanisme dépendant du récepteur D2 dans les MSNs D2 

qui, au-delà d’un seuil critique de dopamine, permet de réduire les LID. 

A l’inverse, dans un modèle murin KO pour le récepteur A2A et indépendamment de la 

dose de L-DOPA, l’expression des LID est similaire au modèle murin wild-type pendant 

les premiers jours de traitement. Toutefois, au cours du traitement, l’expression des LID 

diminue jusqu’à retourner au niveau de base du premier jour de traitement (Fredduzzi 

et al., 2002). Le récepteur A2A semble donc être impliqué dans le maintien des LID au 

cours du temps. 
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1.5.2.4 – Altérations de la voie NO/GMPc 

Plusieurs études ont mis en avant une implication des interneurones NOergiques et de 

la voie NO/GMPc dans la maladie de Parkinson et les LID. L’étude post-mortem de tissus 

de patients Parkinsoniens montre une réduction du messager de la nNOS (Eve et al., 

1998) associée à une réduction du nombre de neurones produisant le NO (Böckelmann 

et al., 1994). Ces données sont cohérentes avec celles obtenues chez les modèles de rats 

avec une lésion sévère des neurones dopaminergiques, qui présentent une diminution 

de l’expression de la nNOS associée à une diminution des niveaux de GMPc (Sancesario 

et al., 2004). Cependant, d’autres études réalisées chez la souris traitée au MPTP 

montrent une augmentation du messager de la nNOS, du niveau de protéine et de son 

activité (Chalimoniuk and Langfort, 2007). Ce même modèle présente également une 

augmentation de l’expression de la GC et plus particulièrement une augmentation de la 

sous unité GCβ1 (Chalimoniuk et al., 2004). Dans ces deux études, les altérations 

observées sont corrélées à une augmentation des niveaux de GMPc (Chalimoniuk et al., 

2004; Chalimoniuk and Langfort, 2007). Plus récemment, Tseng et al. ont montré une 

augmentation des niveaux de GMPc chez un modèle de rat avec une lésion sévère et 

chez un modèle de souris avec une lésion chronique (Tseng et al., 2011). L’inhibition 

pharmacologique de la GC et donc la diminution des niveaux de GMPc présente par 

ailleurs un effet anti-akinétique (Tseng et al., 2011). Dans toutes ces études, l’évaluation 

des niveaux de GMPc a été réalisée avec un test similaire (test ELISA) et le type de lésion 

ne semble pas expliquer ces divergences. Ces résultats montrent la complexité de la voie 

de signalisation nNOS/NO/GMPc et ses interactions au sein du striatum. 

Lors du traitement à la L-DOPA et l’expression des LID, une sur-activation de la voie 

NO/GMPc est également mise en évidence. 15 % des interneurones NOergiques 

expriment la protéine fosB/ΔfosB, un marqueur des LID (Pavón et al., 2006). 

Chalimoniuk et Langfort ont montré une augmentation de l’expression de la nNOS ainsi 

que de la sous-unité GCβ1 associée à une augmentation des niveaux de GMPc 

(Chalimoniuk and Langfort, 2007). Ces résultats sont cohérents avec une étude 

montrant une augmentation des niveaux de GMPc dans le sérum de patients 

Parkinsoniens (Chalimoniuk and Stepień, 2004). De plus, une augmentation de la 

production de NO a été mise en évidence suite au traitement à la L-DOPA (Itokawa et 

al., 2006). L’expression des LID est associée à une sur-activation de la voie 

nNOS/NO/GMPc. D’ailleurs, les inhibiteurs de la nNOS (les inhibiteurs 7-NI (7-

nitroindazole) et nitroarginine) présentent un effet anti-dyskinétique tout en conservant 

l’efficacité de traitement L-DOPA (Padovan-Neto et al., 2009; Fernando Eduardo 

Padovan-Neto et al., 2015; Solís et al., 2015; Takuma et al., 2012). L’utilisation du 7-NI 

réduit également la surexpression de la nNOS, l’expression de fosB/ΔfosB et la 
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phosphorylation de la DARPP-32, d’ERK/1/2 et de la sous unité GluA1, trois autres 

marqueurs des LID (Fernando Eduardo Padovan-Neto et al., 2015; Solís et al., 2015; 

Takuma et al., 2012). La réduction de l’activité de la nNOS et de la voie NO/GMPc est 

efficace pour réduire les LID. A l’inverse, la stimulation de la voie NO/GMPc devrait 

amplifier les LID. Pourtant, deux études montrent que le traitement chronique par un 

donneur de NO (la molsidomine) conduit à une augmentation des niveaux 

extracellulaires de dopamine mais, paradoxalement, à une réduction du nombre de 

rotations contra-latérales à la lésion et des LID (Lorenc-Koci and Czarnecka, 2013; Solís 

et al., 2015). Il est donc possible de réduire les LID en diminuant l’activité de la nNOS ou 

en renforçant la production de NO. L’interaction de la voie NO/GMPc avec d’autres voies 

de signalisation dans le striatum rend la compréhension de la situation complexe. Il est 

probable que l’effet de l’inhibition de la nNOS et l’effet du donneur de NO soient 

différents sur l’activité électrique des autres neurones du striatum. Des études 

complémentaires sont donc primordiales pour élucider le rôle de la voie NO/GMPc dans 

les LID et ainsi mieux comprendre l’action de ces différentes molécules.  

1.5.2.1 – Déséquilibre des niveaux de dopamine et d’acétylcholine  

La dégénérescence des neurones dopaminergiques conduit à une dérégulation de 

l’équilibre des niveaux striataux de dopamine et d’acétylcholine. Les symptômes 

moteurs de la maladie de Parkinson résulteraient d’un déséquilibre en faveur de 

l’acétylcholine (Barbeau, 1962). Par ailleurs, des antagonistes muscariniques ont été le 

premier traitement pharmacologique pour réduire les symptômes moteurs de la 

maladie de Parkinson (Katzenschlager et al., 2003). Leur utilisation a été arrêtée suite 

aux effets secondaires trop importants et remplacée par l’utilisation de la L-DOPA. 

L’effet de la lésion dopaminergique sur l’activité électrique des ChIN demeure toutefois 

controversé. Tandis que certaines études montrent une diminution de l’excitabilité des 

ChIN lors d’une lésion progressive ou sévère des neurones dopaminergiques (Choi et al., 

2020; McKinley et al., 2019), d’autres études montrent une augmentation de 

l’excitabilité (Ding et al., 2006; Laverne et al., 2022; Maurice et al., 2015; Sanchez et al., 

2011; Tubert et al., 2016). Toutefois, l’inhibition par optogénétique atténue les 

symptômes moteurs de la maladie de Parkinson (Maurice et al., 2015; Ztaou et al., 2016) 

et l’administration systémique ou intrastriatale d’un antagoniste des récepteurs M1 

(telenzepine) ou M4 (tropicamide) montre également un effet anti-akinétique (Ztaou et 

al., 2016). Ces résultats mettent ainsi en cause une suractivation des récepteurs 

muscariniques dans les symptômes moteurs de la maladie de Parkinson, en partie 

responsable d’une hypo- et hyperactivation des MSNs D1 et D2, respectivement. Par 

ailleurs, l’effet anti-akinésique des antagonistes des récepteurs M1 et M4 (couplés 
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respectivement Gq et Gi/o) montre la complexité du système et suggère un mécanisme 

d’action différent.  

Le traitement chronique à la L-DOPA et le développement des LID sont associés à une 

augmentation de la fréquence de décharge des ChIN (Choi et al., 2020; Paz et al., 2021) 

et une augmentation de la phosphorylation d’ERK spécifiquement dans les ChIN (Ding 

et al., 2011; Florio et al., 2022). D’ailleurs, la délétion des ChIN (après la lésion des 

neurones dopaminergiques) atténue les LID (Won et al., 2014). A l’inverse, une 

stimulation des ChIN par optogénétique ou chemogénétique les aggrave (Aldrin-Kirk et 

al., 2018; Bordia et al., 2016). L’effet de l’activation par optogénétique est supprimé 

lorsqu’un antagoniste non sélectif des récepteurs muscariniques (atropine) est utilisé 

(Bordia et al., 2016). Une suractivation des récepteurs muscariniques semble être 

associée à la sévérité des LID. Pourtant, une étude récente a montré qu’un antagoniste 

spécifique des récepteurs M1 ne modifie pas les LID (Florio et al., 2022) tandis qu’un 

modulateur positif allostérique (PAM, positive allosteric modulator) spécifique des 

récepteurs M4 les atténue (Florio et al., 2022; Shen et al., 2015), et leur utilisation 

combinée présente un effet synergique dans l’atténuation des LID (Florio et al., 2022). 

Sachant que les récepteurs M4 sont couplés négativement à la voie AMPc/PKA et qu’une 

activité accrue de la voie AMPc/PKA dans les MSNs D1 est associée aux LID, le PAM des 

récepteurs M4 cible probablement les MSNs D1. Ces résultats montrent la complexité 

du striatum et l’importance de la temporalité des réponses dopaminergiques et 

cholinergiques. La lésion des neurones dopaminergiques et le traitement chronique à la 

L-DOPA perturbent cette temporalité, conduisant à une dérégulation de la voie 

AMPc/PKA dans les MSNs D1 et D2.  

1.5.2.2 – Implication des phosphodiestérases dans la maladie de Parkinson 

et les LID 

Les altérations de la voie AMPc/PKA et NO/GMPc dans la maladie de Parkinson et les 

LID résultent d’une altération des niveaux des deux seconds messagers. Or, comme 

décrit précédemment (cf. 1.2.4 – Les phosphodiestérases), les PDE, en hydrolysant 

l’AMPc et/ou le GMPc, ont un rôle primordial dans l’équilibre de ces voies de 

signalisation. Parmi celles exprimées dans le striatum, les études ont mis en évidence le 

rôle des PDE1B et PDE10A dans la maladie de Parkinson et les dyskinésies.  

Dans un modèle de souris avec une lésion sévère de la maladie de Parkinson, une 

diminution des niveaux de GMPc est causée par une diminution de l’expression de la 

nNOS mais également par une augmentation des PDE hydrolysant le GMPc, notamment 

la PDE1B (Sancesario et al., 2004). De plus, l’administration en sous-cutanée d’un 

inhibiteur de la PDE1B (vinpocetine) supprime les déficits locomoteurs chez le modèle 
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de rat de la maladie de Parkinson, et augmente les niveaux de dopamine dans le striatum 

(Zaitone et al., 2012). Cependant, une étude conduite chez un modèle de souris avec 

une lésion dopaminergique chronique a montré des résultats inverses, avec une 

expression et activité accrue de la GC, une augmentation des niveaux de GMPc et 

aucune altération de l’activité des PDE (Chalimoniuk et al., 2004). L’absence de 

modification de l’expression de la PDE10A lors d’une lésion sévère a été confirmée 

(Sugiyama et al., 2021).  

Lors de l’expression des dyskinésies, les niveaux d’AMPc et de GMPc semblent diminués 

(Giorgi et al., 2008; Sancesario et al., 2014). Une diminution des niveaux de GMPc peut 

s’expliquer par une augmentation de l’activité des PDE dégradant le GMPc (Giorgi et al., 

2008; Sancesario et al., 2014). D’ailleurs l’utilisation d’un inhibiteur de la PDE5 

(zaprinast) rétablit les niveaux de GMPc et réduit la sévérité des LID (Giorgi et al., 2008; 

Picconi et al., 2011). Dans une autre étude réalisée chez les souris avec une lésion 

chronique (avec ou sans traitement L-DOPA), l’inhibiteur de la PDE2A (BAY607550) 

augmente les niveaux de GMPc de la même manière chez les souris sans lésion, avec 

lésion ou dyskinétique (Chalimoniuk and Langfort, 2007). A l’inverse de la PDE5, l’activité 

de la PDE2A ne semble pas modifiée dans le modèle parkinsonien et dyskinétique. 

Concernant la réduction des niveaux d’AMPc, celle-ci ne semble pas être causée par une 

modification de l’activité de l’ensemble des PDE dégradant l’AMPc (Sancesario et al., 

2014). Plus particulièrement, aucune modification d’activité de la PDE1B et PDE10A 

n’est mesurée lors de l’expression des LID chez le modèle murin (Sancesario et al., 2014). 

A l’inverse, chez les patients Parkinsonien traités à la L-DOPA, une perte de la PDE10A 

est corrélée positivement à la durée de la maladie et la sévérité des symptômes moteurs 

(Niccolini et al., 2015). Pourtant, l’utilisation d’inhibiteurs de la PDE10A (TP-10, MR1916 

ou PDM-042) dans des modèles murins et primates non-humain montre un effet anti-

dyskinétique sans pour autant altérer l’effet antiparkinsonien du traitement L-DOPA 

(Arakawa et al., 2020; Beck et al., 2018; Guimarães et al., 2022; Padovan-Neto and West, 

2017). La dose utilisée semble particulièrement importante. En effet, tandis qu’une 

faible dose a un effet anti-dyskinétique, à plus forte dose, l’utilisation de PDM-042 à 

forte dose prolonge la durée des dyskinésies (Guimarães et al., 2022).  

Les divergences observées peuvent être d’une part causées par le choix de modèle de 

la maladie de Parkinson (modèle sévère ou chronique, prélèvement murin, primate 

humain ou non humain). D’autre part, les niveaux des seconds messagers varient 

rapidement au cours de temps. En fonction du protocole utilisé et du temps auquel les 

prélèvements sont effectués, les niveaux d’AMPc et GMPc peuvent différer. Ainsi, les 

mesures des seconds messagers sur tissu fixé apportent peu d’information. L’imagerie 

de biosenseurs permet d’outrepasser cette limite par une étude dynamique des 
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variations des niveaux d’AMPc et GMPc au cours du temps, dans des neurones vivants 

et intacts. Enfin les mesures des niveaux d’AMPc et de GMPc réalisées dans les études 

décrites ci-dessus ont été faites sur l’ensemble du striatum, sans différencier les MSNs 

D1 et D2, ni les interneurones (Giorgi et al., 2008; Sancesario et al., 2014). Or, la lésion 

dopaminergique et les LID  engendrent des adaptations de la voie AMPc/PKA inversées 

dans les MSNs D1 et D2. L’utilisation des souris BAC permet une étude spécifique aux 

MSNs D1 et D2 (Valjent et al., 2009). En imagerie de biosenseurs, l’utilisation d’agents 

pharmacologiques spécifiques à chaque population neuronale permet également 

l’identification des populations neuronales. Ces deux techniques peuvent d’ailleurs être 

utilisées pour des études in vivo (Jones-Tabah et al., 2020). 

1.5.2.3 – L’expression des LID est fluctuante 

L’expression des LID se développent chez les patients parkinsoniens entre 5 à 10 ans 

après le début du traitement. Des études ont mis en évidence un lien entre les LID et 

une fluctuation importante des niveaux de dopamine dans le striatum (de la Fuente-

Fernández et al., 2004a). Une heure après la prise de L-DOPA, l’augmentation des 

niveaux de dopamine dans le striatum est plus importante chez les patients 

dyskinétiques que chez les patients non dyskinétiques (de la Fuente-Fernández et al., 

2004b). Cependant, les études comparatives entre les patients dyskinétiques et les 

patients non dyskinétiques sont réalisées sur des cohortes de patients avec des stades 

de la maladie différents et donc probablement des lésions plus ou moins importantes. 

C’est pourquoi des études de microdialyse ont été réalisées chez les modèles murins 

hémi-parkinsoniens, avec une lésion similaire. Une faible dose de L-DOPA permet 

d’obtenir un groupe dyskinétique et un groupe non dyskinétique. Les mêmes 

observations que chez les patients ont été faites : les niveaux de L-DOPA (Carta et al., 

2006) et de dopamine (Lindgren et al., 2010; Wang et al., 2014) dans le striatum sont 

plus élevés chez les animaux dyskinétiques que les animaux non dyskinétiques lors du 

traitement, et cela dès la première prise de L-DOPA (Carta et al., 2006). Cette 

augmentation est indépendante du niveau basal de dopamine, similaire entre les deux 

groupes (Lindgren et al., 2010; Wang et al., 2014).  

La fluctuation des niveaux de lévodopa est responsable des périodes « off » et périodes 

« on ». Les LID s’expriment spécifiquement lorsque le niveau plasmatique en L-DOPA est 

au plus haut. Une élégante étude a d’ailleurs montré chez le rat hémi-parkinsonien que 

le traitement continu de L-DOPA par une pompe sous-cutanée empêche le 

développement des dyskinésies. De plus, ce traitement continu ne modifie ni 

l’expression de ΔfosB ni la phosphorylation de la DARPP-32 et d’ERK, trois marqueurs 

d’expression des LID lors du traitement pulsatile (Lebel et al., 2010).  
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Les effets de la fluctuation des niveaux de L-DOPA et de dopamine lors du traitement 

soulèvent de nombreuses questions expérimentales. Effectivement, en fonction de la 

durée entre le traitement L-DOPA et le prélèvement du tissu ou l’enregistrement d’une 

mesure, le niveau de dopamine semble différer. Cela peut engendrer des variations dans 

les résultats obtenus. Par exemple l’étude des niveaux de seconds messagers dans les 

LID constitue une étude d’un système dynamique. En fonction de l’état d’activation dans 

lequel se trouvent les neurones lors de la fixation des tissus, les résultats peuvent 

différer. Ceci peut expliquer les divergences obtenues. Il pourrait être pertinent de 

distinguer les périodes « on » avec expression des LID des périodes « off » sans 

expression des LID.  

Dans les modèles murins de la maladie de Parkinson, une seule prise de L-DOPA peut 

suffire au développement des LID. Cette sensibilité est probablement causée par les 

modèles utilisés présentant généralement une lésion dopaminergique sévère 

correspondant à un stade avancé de la maladie de Parkinson. Cette hypersensibilité à la 

dopamine dans ces modèles murins doit être prise en compte dans les études utilisant 

divers agents pharmacologiques pour étudier la maladie de Parkinson seule, sans 

traitement. Dans un système adapté pour de faibles niveaux de dopamine, l’utilisation 

d’agoniste à dose saturante peut alors s’apparenter à une prise de L-DOPA. Cela doit 

être pris en considération dans l’interprétation des résultats.  

1.5.3 – Pertinence des modèles animaux de la maladie de 

Parkinson 

La partie 1.5 – montre la complexité de la maladie de Parkinson : la perte des afférences 

dopaminergiques engendre effectivement de nombreuses adaptations striatales. Cela 

fait de cette maladie une maladie multifactorielle et hétérogène. Dans le but de mieux 

comprendre les fonctionnements qui la sous-tendent et à long terme de développer des 

traitements pour traiter voire guérir cette maladie, de nombreux modèles animaux ont 

été développés. Effectivement, chaque modèle animal reproduit certains stades et 

certaines caractéristiques de la maladie. Le modèle animal choisi sera celui le mieux 

adaptée à l’étude en question. 

Les modèles animaux peuvent être regroupés en deux catégories. D’abord, les modèles 

génétiques permettent principalement l’étude des formes familiales et des facteurs de 

risque génétique. Ces modèles reproduisent également le développement progressif de 

la maladie. Certains modèles génétiques ciblent par exemple le gène de l’α-synucléine 

et permettent l’étude des corps de Lewy, caractéristiques de la maladie de Parkinson. 

La deuxième catégorie concerne les modèles induits par l’utilisation de neurotoxines 

ciblant directement les neurones dopaminergiques. En fonction de la toxine utilisée, la 
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lésion peut être chronique ou aiguë. Les lésions chroniques sont généralement 

engendrées par une absorption orale de la toxine et conduisent à une lésion des 

neurones dopaminergiques dans les deux hémisphères. A l’inverse, les lésions aiguë 

sont généralement induites dans un seul hémisphère (l’injection intracérébrale dans les 

deux hémisphères étant souvent létale ou doit être réalisée avec des faibles doses de 

toxines (Blesa and Przedborski, 2014). Ces modèles induits par une toxine conduisent à 

une lésion importante voire totale des neurones dopaminergiques. Ils ne sont pas 

représentatifs de la neurodégénérescence progressive des neurones dopaminergiques 

chez les patients. Toutefois, ce sont des modèles pertinents pour étudier les 

conséquences tardives de la perte des neurones dopaminergiques, tester l’efficacité de 

nouveaux traitements symptomatiques ou encore de mieux comprendre les 

mécanismes des LID. Notre projet vise à étudier les conséquences à long terme de la 

mort des neurones dopaminergiques, c’est pourquoi j’ai utilisé au cours de ma thèse un 

modèle murin par injection d’une toxine. Uniquement cette catégorie sera développée 

par la suite. 

Le MPTP et la 6-OHDA sont les deux toxines majoritairement utilisées pour induire un 

modèle Parkinsonien ou hémi-Parkinsonien, respectivement. Historiquement, la toxicité 

du MPTP sur les neurones dopaminergiques a été découverte en 1982 chez sept patients 

présentant des symptômes similaires à la maladie de Parkinson. Tous avaient consommé 

un analogue synthétique de l’héroïne, le MPPP (1-methyl-4-phenyl-

propionoxypiperidine). Or, la synthèse du MPPP peut conduire à la formation 

d’impuretés telles que le MPTP (Langston, 2017). Le MPTP est une neurotoxine qui 

traverse la barrière hémato-encéphalique (Jagmag et al., 2016) et est converti en MPP+ 

(1-methyl-4-phenylpyridinium) par la monoamine oxydase B. Le MPP+ est recapturé par 

les neurones dopaminergiques et, en interférant avec le métabolisme mitochondrial, 

conduit à leur mort cellulaire (figure 14) (Chan et al., 1991). Ce modèle animal développe 

des bradykinésies semblables à celles observées dans la maladie de Parkinson, ainsi 

qu’un déficit postural et une réduction globale des mouvements (Crossman et al., 1985). 

Toutefois l’utilisation de MPTP chez la souris conduit à une déficience motrice transitoire 

(Sedelis et al., 2001; Willis and Donnan, 1987). C’est pourquoi le traitement chronique 

au MPTP est majoritairement effectué chez les primates non-humains (Bezard and 

Przedborski, 2011), mais est également parfois administré aux souris (Smeyne and 

Jackson-Lewis, 2005). Cependant, les rats présentent une forte résistance au MPTP et 

ne représentent donc pas à un bon modèle de la maladie de Parkinson (Boyce et al., 

1984; Chiueh et al., 1984). 
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Figure 14 : mécanismes de la mort cellulaire des neurones dopaminergiques induite par 

l’utilisation de différentes toxines (figure reprise de Rossi et al. 2021). Le MPTP (a) est 

converti en MPP+ par les cellules gliales puis recapturé par les neurones dopaminergiques via les 

transporteurs à la dopamine. La 6-OHDA (d) favorise la production de toxines (telles que les 

quinones ou le peroxyde d’hydrogène) par un mécanisme d’auto-oxidation. Ces toxines produites 

à partir de la 6-OHDA, le MPP+, la roténone (b) et le paraquat (c) induisent, par inhibition du 

complexe I mitochondrial, une production de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS, reactive oxygen 

species) et une réduction d’ATP causant la mort cellulaire. Le paraquat bloque également la 

mitose et prolifération cellulaire (Rossi et al., 2021).  

La 6-OHDA est également une neurotoxine interférant avec la chaîne respiratoire 

mitochondriale (figure 14) (Blesa and Przedborski, 2014; Schober, 2004). Ne traversant 

pas la barrière hématoencéphalique, elle est directement injectée par stéréotaxie dans 

la voie nigrostriée où elle est recapturée sélectivement par les neurones exprimant les 

transporteurs de monoamines, à savoir les neurones dopaminergiques et 

noradrénergiques. Pour éviter la destruction des neurones noradrénergiques, la 6-

OHDA est injectée en présence d’un inhibiteur sélectif de la recapture de la 

noradrénaline, la désipramine. Contrairement au MPTP injecté en systémique, 

l’injection intracérébrale unilatérale de la 6-OHDA permet d’induire une lésion 

unilatérale et permet donc l’obtention de modèles hémi-parkinsoniens. En fonction de 

la zone d’injection (SNc, striatum, MFB) et de la dose injectée, la 6-OHDA conduit à une 

lésion plus ou moins étendue (Francardo et al., 2011). Effectivement, l’injection de la 6-

OHDA dans le striatum conduit plutôt à des lésions partielles du striatum (Francardo et 

al., 2011; Kirik et al., 1998; Lundblad et al., 2002) tandis que les injections réalisées dans 
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le MFB ou dans la SNc sont totales dans les 24h post-injections (Carta et al., 2007; Kirik 

et al., 1998). Les modèles lésées avec la 6-OHDA présentent les symptômes moteurs de 

la maladie de Parkinson. La lésion d’un seul hémisphère induit un déficit moteur au côté 

contra-latéral à lésion, facilitant les observations comportementales. Egalement, l’hémi-

lésion, en comparaison à une lésion des deux hémisphères, améliore la survie des 

animaux. Il est important de noter que dans le cas d’une hémi-lésion, l’autre hémisphère 

compense la perte de dopamine et ne peut donc pas être utilisé comme contrôle. Cette 

compensation peut compliquer l’interprétation des résultats (notamment les études 

comportementales et les études des réseaux neuronaux). Ce modèle de la maladie de 

Parkinson peut parfois être utilisé pour étudier les symptômes non moteurs de la 

maladie de Parkinson (altérations cognitives, dépression, anxiété…). Dans ce cas, les 

lésions bilatérales avec une faible dose de 6-OHDA injectée dans le striatum sont 

favorisées (Rossi et al., 2021). Les 6-OHDA est utilisée aussi bien chez le rat (Ungerstedt, 

1968) que chez la souris (da Conceição et al., 2010; Thiele et al., 2012).  

Notons que l’administration systémique de la roténone ou du paraquat conduit 

également à la mort des neurones dopaminergiques en interférant avec le 

fonctionnement mitochondrial (figure 14) (Cenci and Sgambato, 2021).  

Chez les modèles induits par une toxine, le traitement L-DOPA conduit également au 

développement des LID. Les premiers modèles animaux pour étudier les LID étaient des 

modèles de primate non humain, avec comme principal avantage celui de la 

ressemblance symptomatique avec l’humain (Clarke et al., 1987; Crossman, 1987). Leur 

utilisation étant très couteuses et ne permettant pas l’établissement de critères 

méthodologiques homogènes, les modèles murins se sont développés dans les années 

1990. Une équipe suédoise a développé un modèle murin parkinsonien dyskinétique 

chez le rat, puis chez la souris (Cenci and Lundblad, 2007). Ces modèles ont été 

développés sur la base de modèles murins Parkinsoniens chez qui un traitement 

chronique à la L-DOPA mène au développement des LID. 

L’induction des LID se fait par traitement quotidien de L-DOPA dans ces modèles murins 

Parkinsoniens. De nombreux facteurs entrent en jeu dans le développement des LID. 

D’abord, la sévérité des LID est positivement mais non-linéairement corrélée à l’étendue 

de la lésion dopaminergique chez le rat (Andersson et al., 1999; Peng et al., 2019; 

Winkler et al., 2002) comme la souris (Lundblad et al., 2005, 2004). De plus, la sévérité 

des LID augmente pendant les 2 à 3 premières semaines de traitement (Cenci and 

Crossman, 2018). Les pertes motrices étant transitoires chez le modèle de souris MPTP, 

il est plus difficile d’utilise ces modèles pour étudier les LID. La 6-OHDA induit une lésion 

rapide et importante, facilitant le développement des LID. Cette lésion engendre 

également un stress cellulaire et une activation des cellules gliales, deux facteurs 
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observés chez les patients Parkinsoniens. Sachant que l’étendue de la lésion 

nigrostriatale varie en fonction du site d’injection et de la dose de la 6-OHDA, il est 

nécessaire d’adapter la dose de L-DOPA en fonction de la sévérité de la lésion. Chez les 

modèles murins avec une lésion partielle, il est nécessaire d’utiliser des doses 

importantes et répétées de L-DOPA pour observer des LID, alors que chez les modèles 

murins avec une lésion sévère, une seule faible dose de L-DOPA peut être suffisante 

pour générer des LID (Francardo et al., 2011). Ceci est en adéquation avec les études 

montrant que l’étendue de la perte des neurones dopaminergiques est un facteur 

déterminant dans l’apparition des LID (Bastide et al., 2015; Guridi et al., 2012; Morigaki 

et al., 2017). Le développement des LID se traduit chez le modèle murin par trois 

mouvements anormaux involontaires (AIMs, abnormal involuntary movements) : 

dyskinésie axiale (mouvement anormal de la tête vers le tronc), dyskinésie de la patte 

(tremblement répétitif de la patte avant) et dyskinésie oro-linguale (mouvement 

anormal de mastication et de la langue) (Cenci et al., 1998; Cenci and Lundblad, 2007). 

L’évaluation de la sévérité des LID se base sur le temps pendant lequel chaque dyskinésie 

est apparente (Cenci et al., 1998). Le développement du modèle unilatéral 6-OHDA 

facilite également l’observation des comportements moteurs associés aux LID (tests 

AIMs, abnormal involuntary movments), ces comportements s’exprimant seulement du 

côté contra-latéral à la lésion (Cenci and Lundblad, 2007; Peng et al., 2019). Le 

traitement à la L-DOPA peut conduire également à une dyskinésie locomotrice 

correspondant à une augmentation de la locomotion et des rotations contra-latérales à 

la lésion. Toutefois, contrairement aux AIMs axial, oro-lingual et de la patte, les rotations 

sont également induites par l’utilisation d’agonistes dopaminergiques (Lundblad et al., 

2003, 2002) et ne sont pas réduites par des traitements pharmacologiques permettant 

d’atténuer les LID (Dekundy et al., 2007; Dupre et al., 2008; Lundblad et al., 2002). Ainsi, 

les rotations contra-latérales ne permettent pas de mesurer les complications liées au 

traitement L-DOPA.  

En prenant en considération l’ensemble des avantages et inconvénients de chacun de 

ces modèles de la maladie de Parkinson, nous avons utilisé le modèle de souris hémi-

parkinsonienne avec une injection de la 6-OHDA dans le MFB. Effectivement, notre 

projet consiste à étudier les conséquences à long terme des adaptations cellulaires et 

moléculaires lors d’une lésion des neurones dopaminergiques et des dyskinésies. 

L’injection unilatérale de la 6-OHDA dans le MFB assure une lésion totale des neurones 

dopaminergiques et un développement des dyskinésies suite au traitement à la L-DOPA.    
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2 – OBJECTIFS  

Dans un premier temps, nous avons caractérisé le rôle fonctionnel de la PDE2A, PDE4 et 

PDE10A dans l’intégration de la réponse à la dopamine dans les MSNs (cf. 4.2 – 

differential regulation of cAMP/PKA signaling pathway by PDE10A, PDE4 and PDE2A in 

striatal medium-sized spiny neurons), puis nous avons caractérisé les PDE responsables 

de l’hydrolyse de l’AMPc dans les ChIN (cf. 4.3 – Calcium-activated Phosphodiesterase 1 

and cGMP-inhibited Phosphodiesterase 3 modulate cyclic nucleotide levels in Striatal 

Cholinergic Interneurons). Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à la 

PDE2A comme potentielle cible thérapeutique pour réduire les niveaux excessifs 

d’AMPc associés aux LID dans les MSNs D1 (cf. 4.4 – Stimulation of PDE2A activity 

moderates cAMP/PKA response to D1 receptor stimulation in dyskinetic mice). Pour ce 

faire, nous avons utilisé l’imagerie de biosenseurs FRET sur tranche de cerveau de souris 

(jeune ou adulte). Cet outil permet de suivre la dynamique spatiale et temporelle de la 

voie AMPc/PKA au sein de neurones vivants et morphologiquement intacts. Cette 

imagerie de fluorescence en plein champ permet de mesurer simultanément ces 

variations dans des types neuronaux différents, comme les MSNs D1, D2, et les ChIN.  

La première étude s’inscrit dans la continuité des projets de l’équipe visant à mieux 

comprendre l’intégration de la réponse à la dopamine sélectivement dans les MSNs D1 

et D2. Une application transitoire de dopamine conduit à une augmentation et 

diminution des niveaux d’AMPc et de l’activité PKA, dans les MSNs D1 et D2, 

respectivement. La temporalité de cette réponse est déterminée par l’activité des AC 

(responsable de la production de l’AMPc) et par l’activité des PDE (responsable de 

l’hydrolyse de l’AMPc). Ainsi, nous avons étudié la contribution fonctionnelle de la 

PDE2A, PDE4 et PDE10A lors d’une réponse transitoire à la dopamine distinctement dans 

les MSNs D1 et D2.  

La deuxième étude s’est portée sur un autre type cellulaire du striatum, les ChIN. Malgré 

leur faible proportion dans le striatum, nous avons tiré profit de leur morphologie 

distincte, nous permettant facilement de les identifier par microscopie de plein champ. 

Peu d’études aujourd’hui ont été réalisées sur la régulation des seconds messagers, 

AMPc et GMPc, dans les ChIN. Ainsi, nous avons identifié les PDE responsables de 

l’hydrolyse des seconds messagers dans ce type neuronal. 

Enfin, nous avons souhaité tirer profit de l’ensemble des connaissances acquises sur le 

rôle des PDE dans le striatum pour tester si l’activation pharmacologique de la PDE2A 

peut réduire les niveaux excessifs d’AMPc associés aux dyskinésies. La mise en évidence 

d’un nouveau mécanisme d’action a pour but de motiver le développement de 

nouveaux médicaments ciblant la PDE2A.  
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3 – MATERIELS & METHODES 

 Modèles animaux 

3.1.1 – Modèle murin jeune 

Les expériences ont été réalisées en accord avec la réglementation sur 

l’expérimentation animale de Sorbonne Université et du Ministère de l’Agriculture et 

des Forêts. Les souris mâles C57Bl/6J, âgées de 8 à 12 jours, provenaient de l’élevage 

Janvier (Le Genest Saint Isle, France). 

3.1.2 – Modèle murin adulte 

Nous utilisons des souris C57BL/6J âgées entre 5 à 12 semaines en début de protocole 

(Janvier et Envigo). Les souris étaient hébergées dans des cages ventilées, avec un cycle 

d’éclairage jour-nuit de 12h, à température de 22°C et une hygrométrie de 55 %, avec 

de l’eau et de la nourriture à volonté. Du matériel végétal est présent pour édifier un 

nid. 

3.1.2.1 – Modèle murin de la maladie Parkinson et des dyskinésies associées 

au traitement à la L-DOPA 

 

Figure 15 : obtention du modèle murin parkinsonien (en haut) et dyskinétique (en bas). Une 

injection (solution saline ou 6-OHDA) est réalisée dans le MFB chez des souris adultes âgées de 

10 semaines. Trois semaines après l’injection dans le MFB, les souris sham (injection de solution 

saline dans le MFB) et Parkinson (injection de 6-OHDA dans le MFB) subissent une seconde 

chirurgie pour l’injection du virus dans le striatum permettant l’expression du biosenseur. 

Certaines souris parkinsoniennes sont traitées à la L-DOPA pendant 15 jours, les dyskinésies sont 

quantifiées pendant la seconde semaine de traitement et la seconde chirurgie pour l’expression du 

biosenseur est réalisée à la fin du traitement. 

Pour obtenir le modèle de la maladie de Parkinson et des LID (figure 15), nous utilisons 

une lésion unilatérale à la 6-OHDA dans le MFB chez des souris C57BL/6J. Concernant 

les souris contrôles (sham), la 6-OHDA est remplacée par une solution saline. Les soins 
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post-opératoires ont été optimisés afin d’améliorer le taux de survie des animaux. Trois 

semaines après la lésion, nous réalisons le test du cylindre qui permet de valider la lésion 

des neurones dopaminergiques. Certaines souris reçoivent un traitement quotidien de 

L-DOPA pendant 2 à 5 semaines. Les dyskinésies sont quantifiées au cours de la 

deuxième semaine de traitement. A la fin du protocole, les souris subissent une 

deuxième chirurgie permettant l’injection intra-striatale du virus exprimant le 

biosenseur d’intérêt. Le lendemain de cette seconde chirurgie, la souris est sacrifiée, des 

tranches de cerveau sont réalisées et permettent d’effectuer l’imagerie de biosenseurs. 

3.1.2.1.1 – Lésions des neurones dopaminergiques  

La lésion 6-OHDA est réalisée dans le MFB de l’hémisphère droit. Pour cela, nous 

utilisons le protocole détaillé de Francardo et al. (2011). 20 minutes avant le début de la 

chirurgie, la désipramine (25 μg/kg) est injectée en sous-cutanée pour protéger les 

neurones noradrénergiques. La souris est anesthésiée avec un mélange d’air et 

d’isoflurane à 3.5 - 4 % puis l’anesthésie est maintenue avec un mélange air et isoflurane 

entre 1 et 2 %. La souris est maintenue sur un cadre de chirurgie stéréotaxique, avec un 

masque adapté pour la souris et est placée sur un tapis chauffant. Une injection en sous-

cutanée de buprénorphine (Buprécare, 0.1 mg/kg) et une injection de solution saline 

glucosée (50 mg/ml) sont réalisées. Une injection de lurocaïne (anesthésique local) est 

réalisée localement sous la peau du crâne. La 6-OHDA (3,2 μg/L ou 4 μg/L) est préparée 

fraîche le matin de la chirurgie et est diluée dans une solution saline contenant 0,02 % 

d’acide ascorbique. A l’aide d’une pipette de verre étirée, la 6-OHDA est injectée sur le 

site du MFB droit aux coordonnées suivantes (en mm, relativement au Bregma) :  

AP = - 1,2, ML = - 1,3, DV = - 4,75. L’injection est réalisée à l’aide d’un capillaire de verre 

étiré, attaché à un Nanoject II (Drummond Scientific) et à une vitesse de 0,5 μL/min. Le 

capillaire est laissé en place deux minutes avant et 2 min après l’injection. Le capillaire 

est retiré, puis après suture de la plaie, l’animal est mis en salle de réveil sur tapis 

chauffant. 

3.1.2.1.2 – Soins post-opératoires 

Afin de favoriser la survie de l’animal, des soins spécifiques sont apportés. Pendant toute 

la période de récupération, l’animal est placé jour et nuit sur un tapis chauffant afin 

d’éviter l’hypothermie. La lésion des neurones dopaminergiques entraînent une perte 

de poids importante. Le poids de l’animal est suivi par une pesée quotidienne jusqu’à 

une reprise de poids. Pour limiter la perte de poids, un enrichissement de la nourriture 

sous forme d’un gel (HydroGel, ClearH2O), favorisant la récupération post-chirurgie, est 

placé à volonté dans la cage d’hébergement. Les souris reçoivent également deux à trois  

injections quotidiennes de solution saline glucosée (50 mg/ml) pour prévenir la 

déshydratation. Enfin, elles sont nourries trois fois par jour en leur proposant à la pipette 

un lait sucré. Une injection d’anti-inflammatoire non stéroïdien (Meloxicam, 5mg/kg) 
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est administrée en sous-cutanée en cas de signes de douleur. Afin d’optimiser leur 

récupération, une souris sham est, si possible, présente dans chaque cage. La présence 

d’un compagnon apporte de la chaleur aux autres souris et favorise la récupération des 

souris lésées. 

3.1.2.1.3 – Test du cylindre  

Le test du cylindre permet d’évaluer l’étendue de la lésion dopaminergique par mesure 

de l’utilisation asymétrique des pattes avant de l’animal. L’animal n’est pas habitué au 

test du cylindre au préalable, et ce test est réalisé après récupération totale de la 

chirurgie et avant le début du traitement à la L-DOPA. L’animal est placé dans un cylindre 

(10 cm de diamètre, 28 cm de hauteur) et est enregistré avec une caméra pendant 3 

minutes. En parallèle de l’enregistrement vidéo, l’expérimentateur évalue 

visuellement : le nombre de fois où l’animal touche le mur du cylindre avec sa patte 

avant droite ou gauche est compté. La mesure de l’utilisation asymétrique des pattes 

avant est obtenue en exprimant le rapport entre le nombre de fois où l’animal utilise sa 

patte avant gauche (contra-latérale à la lésion) sur le nombre total d’utilisation des 

pattes avant droite et gauche. 

3.1.2.1.4 – Traitement à la L-DOPA 

Le traitement à la L-DOPA commence 2 à 3 semaines après la lésion 6-OHDA. La L-DOPA 

methylester est diluée dans une solution saline (3 mg/kg/jour pendant 5 jours, puis  

6 mg/kg/jour ou 20 mg/kg/jour). Elle est injectée en intrapéritonéale en combinaison 

avec le bensérazide (12 mg/kg), un inhibiteur de la décarboxylase périphérique. 

Certaines souris reçoivent en même temps une injection de molsidomine, un donneur 

de NO permettant d’activer la PDE2A (4mg/kg/jour). Le développement des dyskinésies 

est évalué par le test AIMs. Les jours d’évaluation des dyskinésies, l’injection de  

L-DOPA/bensérazide est réalisée au début du protocole d’évaluation (cf. ci-dessous). 

3.1.2.1.5 – Tests AIMs 

Le test AIMs permet d’évaluer le développement des dyskinésies et leur sévérité. Nous 

utilisons le protocole décrit par Francardo et al. (2011). Les souris sont placées dans un 

espace ouvert après l’injection de la L-DOPA. Chaque souris est seule dans l’espace 

ouvert et une caméra placée au-dessus de tous les espaces ouverts permet d’enregistrer 

leur locomotion pendant les trois heures d’enregistrement. Les AIMs sont évalués 

pendant 1 minute, toutes les 20 minutes, pendant 180 min. L’enregistrement 

commence 20 minutes après l’injection de la L-DOPA. Trois types de comportements 

sont évalués : (1) les mouvements dyskinétiques axiaux (mouvement de torsion du cou 

contra-latéralement à la lésion, torsion du haut du corps vers le flanc contra-latéral à la 

lésion), (2) les mouvements dyskinétiques orolinguaux (protrusion de la langue)  

(3) mouvements dyskinétiques des membres antérieurs (mouvements inutiles de la 
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patte contra-latérale à la lésion et toilettage intensif avec la patte contra-latérale à la 

lésion). Chaque type de comportement est évalué sur une échelle allant à 0 à 4 :  

0, absence du mouvement, 1, présence du mouvement pendant un temps inférieur à la 

moitié du temps d‘observation, 2, présence du mouvement pendant un temps supérieur 

à la moitié du temps d’observation, 3, mouvement réalisé en continu mais interrompu 

lors d’un signal visuel bref, 4, mouvement réalisé en continu et ininterrompu lors d’un 

signal visuel bref. Chaque souris peut théoriquement atteindre un score maximal de 108. 

L’évaluation des dyskinésies est effectuée manuellement avec une possibilité de re-

visualisation par enregistrement vidéo. 

 Biosenseurs FRET 

Les voies de signalisation telles que l’AMPc/PKA ou le NO/GMP, permettent de 

transduire des messages extracellulaires en signaux intracellulaires et ainsi de s’adapter 

à l’environnement. Ainsi, les voies de signalisation entrent en jeu dans de nombreux 

processus intracellulaires, comme certaines formes de plasticité synaptique ou la 

régulation d’expression génique. Afin de s’adapter à des changements extracellulaires 

rapides (de l’ordre de la milliseconde), ces voies de signalisation sont hautement 

dynamiques et agissent de manière multidimensionnelle. Les niveaux des seconds 

messagers peuvent rapidement et transitoirement augmenter ou diminuer, comme 

dans le cas de l’intégration de la dopamine phasique par les MSNs D1 et D2. La 

dimension temporelle est donc essentielle, aussi bien concernant les variations de 

concentration des seconds messagers que l’activation de leur cible. La dimension 

spatiale de ces variations est également cruciale. D’une part, la concentration des 

seconds messagers diminue avec la distance. D’autre part, certaines interactions 

protéiques conduisent à la formation de microdomaines intracellulaires capables de 

limiter la diffusion des seconds messagers.  

Pour mieux comprendre les mécanismes de régulation des voies de signalisation, il est 

essentiel d’utiliser une approche permettant une résolution spatiale et temporelle. Les 

biosenseurs FRET permettent d’étudier dans des cellules vivantes et en temps réel, la 

dynamique spatiale et temporelle des seconds messagers et de l’activité de leur cible. Il 

existe plusieurs biosenseurs FRET permettant d’étudier spécifiquement un signal 

biologique comme les variations d’AMPc, de GMPc ou de calcium, l’activité de la PKA ou 

d’ERK, etc.  

3.2.1 – Fonctionnement d’un biosenseur FRET 

Un biosenseur FRET est une protéine artificielle, composée de deux fluorophores (un 

donneur et un accepteur) liés entre eux par un domaine senseur sensible à un signal 
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biologique spécifique. La liaison du signal biologique d’intérêt induit un changement de 

conformation du biosenseur qui conduit à un éloignement ou rapprochement des 

fluorophores modifiant l’efficacité du FRET. Ainsi, les variations du signal biologique 

conduisent à des changements optiques du biosenseur.  

Les biosenseurs FRET peuvent être codés génétiquement et présentent ainsi l’avantage 

de pouvoir être exprimés dans tout type cellulaire. Certains biosenseurs FRET peuvent 

également contenir une séquence d’adressage à un organite spécifique ou aux 

microdomaines sous-cellulaires. L’utilisation de vecteurs viraux permet de cibler des 

types cellulaires spécifiques. De plus, il s’agit d’une technique d’expression non invasive, 

conservant les membranes cellulaires intactes.  

3.2.1.1 – Principe du FRET 

Le FRET (fluorescence resonance energy transfer) consiste en un transfert d’énergie par 

résonance entre molécules fluorescentes. Ce principe a été décrit par le physicien 

Theodor Förster au cours des années 1940. Le transfert d’énergie d’un fluorophore à un 

autre se fait sans émission de lumière. Pour cela, le fluorophore donneur est conduit 

dans un état excité. Lors de la relaxation, l’énergie est transférée au fluorophore 

accepteur, qui passe ainsi dans un état excité puis libère l’énergie sous forme de lumière 

lors de sa relaxation. Le transfert d’énergie est possible uniquement lorsque le spectre 

d’émission du donneur recouvre en partie le spectre d’absorption de l’accepteur. De 

plus, l’efficacité du transfert d’énergie dépend de la distance entre les deux fluorophores 

et de leur orientation relative. Le principe du FRET a permis l’étude des interactions 

entre deux protéines, chacune fusionnée à un fluorophore.  

Les changements d’efficacité du FRET rendent compte des variations du signal 

biologique mesuré. La mesure de l’intensité de fluorescence du donneur et celle de 

l’accepteur permet d’obtenir une mesure ratiométrique. Contrairement à d’autres 

sondes non ratiométriques (comme les biosenseurs calciques GCamp), les biosenseurs 

ratiométriques permettent de s’affranchir des artefacts physiques (e.g.: la dérive de la 

mise au point) et biologiques (e.g.: variation intercellulaire de la concentration du 

biosenseur) subis par les deux longueurs d’ondes d’émission.  

3.2.1.1 – Imagerie ratiométrique 

Les images sont acquises à l’aide d’un microscope à épifluorescence, avec un objectif à 

immersion à eau, 40x 0.8 NA. Un dispositif piézoélectrique permet d’ajuster 

régulièrement la mise au point tout au long des acquisitions. Le temps d’exposition est 

adapté en fonction du niveau d’expression de chaque tranche de cerveau imagée. Lors 

de chaque acquisition, deux images sont prises par le logiciel d’acquisition (iVision-Mac 
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Software, BioVision technologies, Exton, USA) : l’image du canal A correspond à celle 

acquise avec le filtre d’émission HQ480/40 pour la CFP et l’image du canal B correspond 

à celle acquise avec le filtre d’émission D353/40 pour la YFP. Le calcul ratiométrique des 

deux images est ensuite effectué en temps réel dans un second logiciel (Igor Pro, 

Wavemetrics, USA) à l’aide d’un logiciel personnalisé Ratioscope (E. Mota et al., 2021). 

Chaque image est traitée afin de corriger des paramètres instrumentaux fixes : le niveau 

de fond de la caméra (« offset ») est soustrait, l’intensité de chaque pixel de l’image est 

divisée par le temps d‘exposition, les irrégularités du système d’imagerie sont corrigées 

à l’aide d’images d’un échantillon homogène de référence. Une correction de décalage 

entre les deux canaux et une correction de mouvement sont appliquées à chaque image. 

L’image ratiométrique est alors présentée en temps réel en fausses couleurs où la valeur 

du ratio est codée en couleur et la fluorescence codée en intensité. 

L’imagerie ratiométrique peut permettre de déterminer la concentration absolue des 

seconds messagers. Les valeurs de ratio répondent à une équation de Hill, du Rmin 

(correspondant au ratio en absence de ligand) jusqu’au Rmax (correspondant au ratio en 

présence d’un ligand saturant) (Grynkiewicz et al., 1985). Ces valeurs Rmin et Rmax sont 

des constantes caractéristiques d’un poste d’imagerie et d’un biosenseur. 

Pour permettre la conversion des valeurs de ratio en valeurs de concentration d’AMPc, 

le Rmin et le Rmax ont été déterminés de la manière suivante pour le biosenseur Epac-

SH150. Dans les MSNs, le ratio basal n’est pas exactement identique au ratio minimal 

(Rmin) : cela est démontré par le fait que le ratio diminue si les AC sont inhibées, 

indiquant donc une production tonique d’AMPc et une activation partielle du biosenseur 

en l’absence de stimulus. L’application d’un inhibiteur des AC (200 µM SD22536) 

diminue le ratio de 0.037 unités de ratio. Si l’on fait l’hypothèse que l’inhibiteur a suffi à 

réduire la concentration en AMPc en-dessous du seuil de détection du biosenseur, ce 

niveau de ratio correspond à une concentration de 150 nM d’AMPc. Cette valeur n’est 

statistiquement pas différente entre les MSNs D1 et D2 (mesure réalisée dans 58 

neurones, 8 tranches de cerveau, 7 souriceaux). Lors de l’estimation des concentrations 

d’AMPc, la valeur de 150 nM a donc été soustraite. Les ChIN ont montré une faible 

activité de production d’AMPc et nous avons donc considéré le ratio basal comme étant 

le Rmin. Quant au Rmax, il correspond à la saturation du biosenseur et a été mesuré pour 

chaque expérience par l’application, à dose saturante, d’un inhibiteur non sélectif 

sélectif des PDE (IBMX, 3-isobutyl-1-methylxanthine, 200 μM) et d’un activateur des AC 

(forskoline, 12.5 μM). Ainsi, pour le biosenseur Epac-SH150, les valeurs de ratio ont été 

converties en valeurs de concentration d’AMPc estimées à l’aide de l’équation de Hill 

avec un Kd de 10 µM et un coefficient de Hill de 0,77 (Klarenbeek et al., 2015; Polito et 

al., 2013).  
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Pour le biosenseur cyGNAL, le Rmax est déterminé par l’application d’IBMX et par un 

donneur de NO à dose saturante (DEANO, 10 µM). Ainsi, les valeurs de ratio ont été 

converties en valeurs de concentration de GMPc estimées à l’aide de l’équation de Hill 

avec un Kd de 0.465 µM et un coefficient de Hill de 0.80 (Betolngar et al., 2019) 

3.2.1.2 – Biosenseurs des niveaux d’AMPc 

Nous utilisons le biosenseur Epac-SH150 pour mesurer les variations des niveaux d’AMPc 

(Polito et al., 2013). Ce biosenseur est composé d’un domaine senseur Epac (exchange 

protein directly activated by cAMP) capable de lier l’AMPc, et de deux fluorophores : un 

donneur mTurquoise 2 (longueur d’onde d’excitation 440 nm – longueur d’onde 

d’émission 480 nm) et un accepteur cpCitrine (longueur d’onde d’émission 535 nm). La 

liaison d’une molécule d’AMPc sur le domaine Epac induit un changement de 

conformation et un changement d’orientation relative des fluorophores conduisant à 

une diminution de l’efficacité du FRET. Celle-ci est mesurée par une augmentation du 

ratio donneur/accepteur (F480/F535). 

3.2.1.3 – Biosenseur des niveaux de GMPc 

Le biosenseur cyGNAL se base sur le même principe qu’Epac-SH150. Ce biosenseur est 

composé de deux domaines CNB-B (cyclic nucleotid binding B) de la PKG-I bovine, 

capable de lier avec une haute affinité le GMPc, et de deux fluorophores : un donneur 

mCerulean 3 et un accepteur Ypet (longueurs d’onde d’excitation et d’émission 

similaires à Epac-SH150 ci-dessus) (Betolngar et al., 2019). La liaison du GMPc entraîne un 

changement d’orientation relative des fluorophores conduisant à une augmentation de 

l’efficacité du FRET. Une augmentation du ratio donneur/accepteur (F480/F535) 

correspond à une augmentation des niveaux de GMPc. 

3.2.1.4 – Biosenseur de l’activité PKA 

Nous utilisons le biosenseur AKAR4 pour suivre le niveau de phosphorylation des 

substrats de la PKA intracellulaire (Depry et al., 2011). Le biosenseur AKAR4 est composé 

d’un domaine senseur comportant un domaine FHA (forkhead) et un site de 

phosphorylation par la PKA (RRATL) placés entre les fluorophores (Cerulean et cpVenus). 

Lorsque le site de phosphorylation est phosphorylé par la PKA, celui-ci se lie au domaine 

FHA. Cette liaison change l’orientation relative des fluorophores conduisant à une 

augmentation de l’efficacité du FRET, soit une augmentation du ratio 

accepteur/donneur (F535/F480). Ce changement est réversible par l’action des 

phosphatases. Le biosenseur AKAR4 rend donc compte d’un équilibre entre la 

phosphorylation par la PKA et la déphosphorylation par les phosphatases. De plus, la 

PKA ayant une haute affinité pour l’AMPc (environ 100 nM), le biosenseur AKAR4 
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permet de détecter de faibles augmentations de concentration d’AMPc, en-dessous de 

la limite de détection du biosenseur Epac-SH150. 

3.2.2 – Expression des biosenseurs  

Le vecteur viral sindbis (alphavirus à ARN simple brin, de polarité positive) est utilisé 

pour exprimer les biosenseurs. Ce vecteur viral présente un tropisme neuronal 

(Ehrengruber et al., 1999) et a été largement utilisé dans l’étude de la plasticité 

synaptique (Hayashi et al., 2000). Les séquences codantes des biosenseurs ont été 

insérées dans un plasmide pSinRep5 (Invitrogen, San Diego, Californie) et les virions ont 

été produits dans des cellules BHK. Cela permet une forte traduction et une expression 

rapide du transgène, dès 8 heures post-infection, spécifiquement dans les neurones, 

sans altération morphologique.  

Lorsque l’imagerie de biosenseurs s’effectue chez les souriceaux, l’infection virale se fait 

ex vivo sur des tranches de cerveau de 300 µM. 1,5 µl de suspension virale diluée est 

déposée sur le striatum de chaque demi-tranche, incubée ensuite à 35°C, 5 % CO2 

pendant 12h. Chez les souris adultes, l’infection virale se fait par une double injection 

intra-striatale lors d’une chirurgie stéréotaxique. Le lendemain, les tranches de cerveau 

sont préparées. Les protocoles de préparation des tranches de cerveau sont décrits  

ci-dessous pour le souriceau et la souris adulte. 

3.2.2.1 – Préparation des tranches de cerveau et infection chez le souriceau 

La solution de coupe est composée de : 125 mM NaCl ; 2,5 mM KCl ; 26 mM NaHCO3 ; 

1,25 mM NaH2PO4 ; 0,4 mM CaCl2 ; 1 mM MgCl2 ; 20 mM glucose ; 5 mM sodium 

pyruvate ; 1 mM acide kynurénique, saturée avec 5 % CO2 et 95 % O2. La solution 

d’enregistrement est identique à la solution de coupe à l’exception de la concentration 

de CaCl2 de 2 mM, et l’absence d’acide kynurénique. 

Les souriceaux sont sacrifiés par décapitation et leur cerveau est prélevé. Des tranches 

coronales de 300 μm d’épaisseur sont préparées à 4°C avec un microtome VT1200S 

(Leica, Allemagne), puis incubées dans une solution de coupe à température ambiante 

pendant 30 minutes, avant d’être placées sur des membranes de Millicell-CM (Millipore) 

en milieu de culture (50% MEM (minimum essential medium), 50% HBSS (Hank’s 

balanced salt solution), 6.5 g/l glucose, pénicilline - streptomycine, Invitrogen) à 35 °C, 

5 % CO2, 95 % O2. L’infection virale est ensuite réalisée et les tranches sont mises en 

incubation pendant la nuit. Le lendemain, elles sont placées dans la solution 

d’enregistrement.  
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3.2.2.2 – Injections intra-striatales et préparation des tranches de cerveau 

chez la souris adulte 

La veille de l’imagerie de biosenseurs, la souris adulte subit une chirurgie stéréotaxique 

se déroulant de la même manière que la chirurgie stéréotaxique pour l’injection de la  

6-OHDA. Seules les coordonnées de la zone d’injection diffèrent. Une double injection 

dans le striatum dorsal est réalisée aux coordonnées suivantes (en mm, relativement au 

Bregma) : ML = -1,9, AP = +1,3, DV = -2,8 puis ML= -2,0, AP = +0,3, DV = -2,8. Sur chaque 

site d’injection, 2 µl de solution virale non diluée sont injectés. La pipette est laissée en 

place pendant 5 min après l’injection avant d’être lentement retirée. 

Le lendemain de la chirurgie, l’animal est sacrifié, le cerveau est prélevé et des tranches 

sont préparées suivant un protocole optimisé pour la survie des neurones adultes. Trois 

solutions sont préparées. La première est composée de : 130 mM K-gluconate ; 20 mM 

HEPES ; 25 mM glucose ; 14 mM KCl ; 2 mM EGTA ; 1 mM CaCl2 ; 6 mM MgCl2, 0,05 µM 

D-APV ; 0,5 µM minocycline ; pH 7,4. Cette solution est utilisée froide (environ 4°C) de 

la décapitation de l’animal jusqu’aux tranches de 250 µM réalisées au vibratome. A 

chaque tranche réalisée, celle-ci est incubée 15 à 20 min dans une solution à 4°C saturée 

avec 5 % de CO2 et 95 % d’O2, composée de : 225 mM D-mannitol ; 25 mM glucose ;  

25 mM NaHCO3 ; 2,3 mM KCl ; 1,25 mM NaH2PO4 ; 1 mM CaCl2 ; 6 mM MgCl2 ; 0,05 µM 

D-APV ; 0,5 µM minocycline. Ensuite les tranches sont placées dans la solution 

d’enregistrement (identique à celle utilisée pour les tranches de cerveau de souriceaux) 

à 34°C saturée avec 5 % de CO2 et 95 % d’O2. 

3.2.3 – Quantification, normalisation des mesures 

Dans les différents protocoles, nous appliquons diverses drogues pharmacologiques 

(agoniste ou antagoniste de cible spécifique) (tableau 1) agissant à différents niveaux de 

la voie de signalisation AMPc et GMPc afin d’en évaluer les conséquences sur les niveaux 

d’AMPc et l’activité de la PKA.  

A la fin de chaque protocole, l’application d’un agoniste du récepteur D1 à dose 

saturante (SKF-81297, 100 nM), en provoquant une réponse AMPc/PKA positive via les 

récepteurs D1, permet d'identifier fonctionnellement les MSNs D1. De manière similaire, 

l’application d’un agoniste A2A (CGS-21680, 1 μM) permet d'identifier les MSNs D2. Les 

ChIN sont identifiés morphologiquement : ils présentent un corps cellulaire entre 13 et 

20 µM, plus large que celui des MSNs. Une pile d’images est enregistrée à la fin du 

protocole et permet d’examiner la morphologie des cellules et d’identifier les ChIN. 

Quelques tranches de cerveau ayant été utilisées pour l’imagerie de biosenseurs ont été 

récupérées afin de réaliser sur tissus fixés un immunomarquage pour identifier 

spécifiquement les neurones exprimant l’acétylcholine transférase. Ces 
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immunomarquages ont confirmé que les cellules avec un large corps cellulaire et une 

faible réponse à la forskoline expriment l’acétylcholine transférase, spécifique des ChIN. 

Le ratio maximal (Rmax) est déterminé pour le biosenseur Epac-SH150 et AKAR4 par 

l’application, à dose saturante, d’un inhibiteur non sélectif des PDE (IBMX, 3-isobutyl-1-

methylxanthine, 200 μM) et d’un activateur des AC (forskoline, 12.5 μM). Pour le 

biosenseur cyGNAL, la forskoline a été remplacée par un donneur de NO à dose 

saturante (DEANO, 10 µM). La quantification ratiométrique est normalisée entre Rmin et 

Rmax. 

3.2.4 – Agents pharmacologiques  

Divers agents pharmacologiques sont utilisés comme agoniste ou antagoniste de 

récepteurs, ou encore comme inhibiteur de phosphodiestérases (Tableau 1). 

Le décageage de la dopamine photosensible ((N)-1-(2-nitrophenyl)ethylcarboxy-3,4 -

dihydroxyphenethylamine (NPEC-DA)) a été réalisé avec une source LED de 360 nm 

(Mightex, Toronto, Canade) fixée sur le microscope à épifluorescence. La source LED 

délivre une puissance mesurée en sortie d'objectif de 15 mW et l’illumination a une 

durée de 0.5 seconde. La période d’acquisition des images, environ une image toutes les 

20 à 30 secondes, a été élevée à 1 image toutes les 5 ou 10  secondes lors de la mesure 

de la réponse à la dopamine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 
 

Agent 

pharmacologique 

Concentration(s) 

utilisée(s) 
Effet pharmacologique 

NPEC-DA 1, 3, 9 ou 10 µM Agoniste des récepteurs D1 et D2-like 

Dopamine 1 à 10 µM Agoniste des récepteurs D1 et D2-like 

GBR12783  1 µM Inhibiteur de la recapture de la dopamine  

Désipramine 1 µM 
Inhibiteur de la recapture de la 

noradrénaline 

SKF-81297 1 ou 100 nM Agoniste des récepteurs D1/D5 

SKF-38393 1µM Agoniste partielle des récepteurs D1/D5 

quinpirole 5 µM Agoniste des récepteurs D2-like 

CGS-21680 1 µM Agoniste des récepteurs A2A 

PSB36 100 nM Antagoniste du récepteur à l’adénosine A1 

TC-E 5005 1 µM Inhibiteur de PDE10 

TP-10 ou  

PF-03188212 
1 µM Inhibiteur de PDE10 

Rolipram 1 µM Inhibiteur de PDE4 

piclamilast 1 µM Inhibiteur de PDE4 

Cilostamide 10 µM Inhibiteur PDE3  

BAY607550 200 nM Inhibiteur de PDE2A 

PF-05180999 1 µM Inhibiteur de PDE2A 

DEANO 10 µM Donneur de NO 

Tétrodotoxine 200 nM Bloquant des canaux Na+ 

Forskoline 63 nM ou 13 µM Activateur des adénylyl cyclases 

IBMX 200 µM Inhibiteur non sélectif des PDE 

Tableau 1 : Drogues pharmacologiques utilisées lors de l’imagerie de biosenseur. NPEC-

DA : (N)-1-(2-nitrophenyl)ethylcarboxy-3,4 –dihydroxyphenethylamine ; DEANO : 

diethylamine nitric oxide ; IBMX : 3-isobutyl-1-methylxanthine 

3.2.5 – Statistiques  

Nous avons utilisé le test de Wilconxon (test non paramétrique) afin de tester 

l’hypothèse selon laquelle deux distributions sont proches. Nous avons considéré 

l’hypothèse comme rejetée lorsque la valeur de p est < 0,05. Dans ce cas, cela est annoté 
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par le symbole *. A l’inverse, si l’hypothèse ne peut être rejetée, nous l’avons indiqué 

par le symbole n.s. (non significatif).  

 Immunomarquage 

L’étendue de la lésion des afférences dopaminergiques striatales a été évaluée par 

immunomarquage de la TH. La TH est une enzyme présente dans les neurones 

dopaminergiques qui permet de convertir la tyrosine en L-DOPA. Lors d’une lésion  

6-OHDA complète, une baisse de marquage de la TH supérieure à 80 % est observée 

entre l’hémisphère lésé et l’hémisphère contrôle. 

Après utilisation des tranches de cerveau de souris adultes en imagerie de biosenseurs, 

les tranches sont fixées dans une solution de PFA 4 % pendant 2h, à 4°C, sous agitation 

(24 rpm). Concernant les souris non utilisées pour l’imagerie de biosenseur, leur cerveau 

est récupéré et fixé dans une solution de PFA 4 % pendant 12h, à 4°C sous agitation. Des 

tranches de 250 μM sont ensuite réalisées. 

L’immunomarquage est réalisé sur les tranches de cerveau fixés. Les sites non 

spécifiques sont bloqués avec une solution bloquante (1% BSA, 0,2% Triton X100, 2% 

sérum de chèvre) pendant 2h, à température ambiante, sous agitation. L’anticorps 

primaire anti-TH est incubé toute la nuit, à 4°C, sous agitation (rabbit anti-TH, dilution 

1 : 1000, ab152). Après lavage de l’anticorps primaire, l’anticorps secondaire est incubé 

pendant 2h à température ambiance, sous agitation (goat anti-rabbit couplés Cy5, 

dilution 1 : 1000, A10523, Life Technologies). Après lavage de l’excès d’anticorps 

secondaires, les tranches sont observées sous un microscope à épifluorescence, avec un 

grossissement x4. Pour chaque souris, 4 images sont enregistrées à l’aide du logiciel 

iVision : le striatum dorsomédial de l’hémisphère lésé et non lésé, et le striatum 

ventromédial de l’hémisphère lésé et non lésé. 

 Western-Blot 

La technique du Western blot a permis de quantifier la PDE2A et la TH sur des demi-

striatum (hémisphère droit ou gauche) de souris contrôles et hémi-parkinsoniennes. 

Après anesthésie de la souris à l’isoflurane 5 %, l’animal est décapité et le cerveau, 

prélevé. Les striata droit et gauche ont été disséqués sur de la carboglace pour assurer 

une conservation des protéines puis conservés à -80°C.  

Chaque striatum a été resuspendu sur glace dans 200 µL de de tampon N-PER (neuronal 

protein extraction reagent, Thermofischer Scientific) additionné d’un mixte d’inhibiteurs 

de protéases (Complete protease inhibitor mixture, Roche Diagnostics), puis soniqué (5 

cycles de 10 secondes) afin d’aider à la dissociation des tissus. Le lysat est centrifugué à 
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13 000g pendant 10 min, à 4°C et le supernageant est récupéré. Les protéines striatales 

(30 µg de protéines) ont été analysées par SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrohoresis) sur un gel gradient 4-12 % (dans un tampon MOPS, 

Invitrogen NuPAGE system) avant d’être transférées sur une membrane de 

nitrocellulose. Une coloration au rouge Ponceau a été réalisée afin de vérifier la qualité 

du transfert et l’homogénéité des dépôts. Les membranes ont été saturées pendant 1h 

à température ambiante dans une solution Tris-buffered saline (TBS-T) (20 mM Tris-HCl, 

pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,1% Tween 20) contenant 5% de lait. Les membranes ont été 

incubées pendant la nuit, à 4°C, avec les anticorps primaires anti-PDE2A (rabbit 

antibody, PD2A-101AP, Fabgennix, dilution 1 : 1000), anti-TH (rabbit antibody, ab152, 

Merck, dilution 1 : 2000) et anti-β-actin (mouse antibody, A5441, Sigma, dilution 1 : 

4000) dilués dans la solution de TBS-T, 5% lait. Les membranes ont été lavées trois fois 

avec du TBS-T, incubées avec les anticorps secondaires couplés à la HRP (horseradish 

peroxydase) (goat anti-rabbit IgG (H+L)-HRP, 31460, Invitrogen, dilution 1 : 2000 et goat 

anti-mouse IgG (H+L)-HRP, 1706516, Bio Rad, dilution 1 : 2000) pendant 1h à 

température ambiante puis lavées à nouveau trois fois avec du TBS-T. Les signaux ont 

été révélés à l’aide d’un kit de chimiluminescence (ClarityTM Western ECL Substrate, 

Biorad) et détectés par un système d’imagerie ChemiDoc (Biorad). Les motifs de 

densitométrie ont été analysés à l’aide du logiciel ImageJ et normalisés à la densité de 

la β-actin.  



96 
 

 



97 
 

4 – RESULTATS  

 Cellular context shapes cyclic nucleotide signaling 

in neurons through multiple levels of integration 
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DOI : 10.1016/j.jneumeth.2021.109305 

Nous avons tiré profit de la période de confinement pendant la crise sanitaire pour 

rédiger un article de synthèse concernant l’utilisation de l’imagerie de biosenseurs 

comme outils permettant une meilleure compréhension de la dynamique des voies de 

signalisation dans les neurones. Cet article expose les différentes approches 

méthodologiques permettant de mesurer le FRET, aussi bien sur des cultures neuronales 

et des tranches de cerveau, qu’in vivo. Les valeurs de FRET rendent compte des 

variations de signaux intracellulaires et, dans le cas de seconds messagers, permettent 

d’obtenir une estimation des variations de concentration. Nous avons rassemblé un 

ensemble de publications s’étant intéressées à la dynamique spatio-temporelle des 

voies de signalisation. D’une part, ces études montrent que la régulation temporelle des 

seconds messagers permet l’intégration de plusieurs signaux extracellulaires par la 

même voie de signalisation, notamment via différents types de RCPG. D’autre part, les 

biosenseurs FRET ont mis en évidence une régulation spatiale des voies de signalisation 

également impliquée dans la spécificité d’un signal. Nous avons particulièrement mis 

l’accent sur la fonction des PDE dans la régulation spatio-temporelle de ces voies de 

signalisation. 
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Cellular context shapes cyclic nucleotide signaling in neurons through 
multiple levels of integration☆ 

Pierre Vincent *,1, Liliana R.V. Castro 2, Ségolène Bompierre 3 
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A B S T R A C T   

Intracellular signaling with cyclic nucleotides are ubiquitous signaling pathways, yet the dynamics of these 
signals profoundly differ in different cell types. Biosensor imaging experiments, by providing direct measure
ments in intact cellular environment, reveal which receptors are activated by neuromodulators and how the 
coincidence of different neuromodulators is integrated at various levels in the signaling cascade. Phosphodies
terases appear as one important determinant of cross-talk between different signaling pathways. Finally, analysis 
of signal dynamics reveal that striatal medium-sized spiny neuron obey a different logic than other brain regions 
such as cortex, probably in relation with the function of this brain region which efficiently detects transient 
dopamine.   

1. Introduction 

Neuromodulatory processes are involved in the regulation of a vast 
number of neuronal properties in the brain, and a good part of their 
effect is mediated through cyclic nucleotide second messengers. For 
example, monoaminergic transmitters (dopamine, noradrenaline, sero
tonin), acetylcholine, and a wide palette of neuropeptides, play impor
tant functional roles through the activation of various selective 
receptors, which ultimately exert their effect through intracellular sec
ond messengers (Björklund and Dunnett, 2007; Iversen and Iversen, 
2007; O’Donnell et al., 2012; van den Pol, 2012). This non exhaustive 
review thus focuses on some recent advances in the understanding of the 
cAMP/PKA and cGMP/PKG signaling pathways in vertebrate neurons. 
Genetically-encoded FRET biosensors now provide large signals that are 
fairly easy to record, and we will briefly describe the ratiometric 
approach to monitor them. By providing measurements with 
sub-cellular resolution in primary neuronal cultures, brain slices and 
even in vivo, this approach is literally changing our point of view on 
pharmacology. While a number of GPCR and downstream signaling 

enzymes have been studied in heterologous systems, it is now possible to 
measure the effect of the natural agonist or pharmacological agents in 
situ, sometimes revealing discrepancies with former approaches. More
over, since many neuromodulators interact in vivo, biosensor imaging 
can reveal how different signaling pathways interact, in particular 
through the regulation of phosphodiesterase (PDE) activities. Timing is 
an important aspect of neurophysiology, and biosensors provide a high 
temporal resolution to measure transient events. Besides, all these 
studies provide a vast amount of data in spatial and temporal di
mensions, which are priceless for the development of numerical models 
of intracellular signal integration. 

2. Methodology 

Historically, conformational changes in proteins were detected by 
labeling specific amino-acids with fluorophores and then measuring 
FRET changes between these two fluorophores as an indicator of a 
change in distance and/or orientation. FRET is a physical process 
whereby the energy of an excited fluorophore (the donor) is transferred 
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by resonance to a neighboring fluorophore (the acceptor), a phenome
non that strongly depends on the relative distance and/or orientation 
between the donor and acceptor (Wouters et al., 2001; Jares-Erijman 
and Jovin, 2003; Padilla-Parra and Tramier, 2012). The Förster dis
tance is the distance between the donor and acceptor at which 50% of 
FRET efficiency occurs, generally ranges between 2 and 8 nm. This 
principle has been applied to create the first sensor for cAMP, FlCRhR, 
using recombinant PKA labeled with fluorescein and rhodamine, and 
detecting cAMP-induced PKA dissociation by a loss of FRET (Adams 
et al., 1991). Multicolor variants of GFP allowed for the development of 
biosensors encoded by a single gene and constituted of a sensor domain 
sandwiched between two fluorophores. Such biosensors exhibit a 
change in FRET efficacy when the biological signal of interest changes 
the conformation of the sensor domain (Zhang et al., 2002; Tsien, 2010). 

2.1. Measurement methods 

There are different methodological approaches to measure FRET 
between a donor and an acceptor, of which only two are reliable enough 
to be routinely used for live imaging of biosensor signals in living cells: 
intensity-based ratiometry and fluorescence life-time imaging micro
scopy (FLIM). While FLIM imaging has it own merits that have been 
largely described (Padilla-Parra and Tramier, 2012; Chen et al., 2014, 
2017; Tang and Yasuda, 2017; Ma et al., 2018), including in this issue, 
the ratiometric approach is somewhat underrated, in particular 
considering that this method is very simple and cheap to implement, and 
nonetheless provides low-noise quantitative measurements. The bio
logical signal of interest induces a conformational change of the sensor 
domain, which leads to a change in FRET efficacy between the donor 
and acceptor fluorophores. This change in FRET efficacy goes from one 
FRET level, characteristic of the sensor in the “off” state, to another 
FRET level, characteristic of the sensor in the “on” state. The FRET 
change can be an increase, such as with AKAR-type biosensors when 
phosphorylated by PKA, or a decrease, like Epac-based sensors binding 
cAMP. Although a measurement of absolute FRET change is interesting 
for theoretical understanding of biosensor conformational changes, a 
precise quantification of FRET level is useless in routine live cell mea
surements: it is sufficient to determine the relative fraction of biosensors 
in the on and off states. This equilibrium level can be directly derived 
from the ratio of acceptor (IA) and donor (ID) intensities. In the case of a 
biosensor in which activation increases FRET, the ratio IA / ID conve
niently reports biosensor activation as an increase in ratio measurement. 
If biosensor activation decreases FRET, the ratio ID / IA reports 
biosensor activation. In both situations, the measured ratio evolves be
tween the ratio for the biosensor in the off state (Rmin), and the ratio 
when all the biosensor is in the on state (Rmax). 

An important strength of the ratio calculation is the cancellation of 
various experimental artifacts through the calculation of a ratio. 
Experimental biases such as changes in biosensor concentration, cell 
movement, focus drift. are canceled through the ratio calculation, as 
long as IA and ID are affected in a same linear way. It is important to 
check whether this main advantage of ratiometric calculation might get 
lost when corrections such as bleedthrough subtraction or correction for 
direct excitation of the acceptor are applied to either donor or acceptor 
intensities. While such corrections makes the maximal ratio change 
appear larger in amplitude, it may be at the expense of loosing the 
aforementioned advantages of ratiometric correction. Moreover, the 
added calculation step actually increases the noise in the measurement 
(Ducros et al., 2009). 

2.2. Collecting signal 

Ratiometric data are easy to collect with a fluorescence microscope 
equipped with a single excitation wavelength for the donor, and a device 
like a filter wheel or an emission splitter to measure fluorescence 
emission at the wavelengths of donor and acceptor. Wide-field 

epifluorescence is commonly used, providing minimal donor excitation - 
and therefore minimal bleaching -, and allowing for the measurement of 
a large number of data points (up to several hundred). Even though 
wide-field fluorescence imaging does not provide optical sectioning, it 
nevertheless appeared quite easy to monitor individual neurons in brain 
slice preparations, as long as cell bodies are at a sufficient distance. 
When unambiguous isolation of individual neurons is required, 3D 
resolution can be obtained with two-photon microscopy with dual 
emission (Yapo et al., 2017; Nair et al., 2019). Optical fibers can even be 
used to ratiometrically monitor a biosensor signal in deep brain regions 
in vivo (Jones-Tabah et al., 2020). 

2.3. Signal interpretation 

2.3.1. Calculating cAMP concentration in brain slices 
The ratiometric measurement is intrinsically quantitative, following 

principles initially established for chemical calcium dyes like fura-2 
(Grynkiewicz et al., 1985; Tsien, 1999), and more recently adapted to 
cyclic nucleotides (Violin et al., 2008; Mironov et al., 2009; Börner et al., 
2011; Russwurm and Koesling, 2018). This calibration uses the EC50 and 
Hill coefficients, determined in vitro for most published cAMP sensors. In 
addition, the conversion of ratio measurements into cAMP concentra
tions requires the determination of Rmin and Rmax, which are the ratio 
values in the absence and in the presence of saturating concentrations of 
cAMP, respectively. Rmax is obtained by maximally stimulating ACs 
while inhibiting phosphodiesterases or using a membrane permeant 
cAMP analogue like 8-Br-2′-O-Me-cAMP-AM. As a routine, we terminate 
all our experiments with an application of forskolin and IBMX to reach 
biosensor saturation and determine the Rmax value for each cell. It is 
more difficult to determine Rmin in every experiment and instead, the 
average basal cAMP level in a typical set of experiment should be 
determined: ACs can be inhibited with dideoxy-adenosine, SQ22536 or 
MDL-12,330A (Mironov et al., 2009; Börner et al., 2011; Castro et al., 
2013; Polito et al., 2015), and the hypothesis is made that such inhibi
tion is sufficient for the biosensor to reach Rmin. In striatal spiny neu
rons, SQ22536 (200 µM) slightly decreased the basal ratio of the 
Epac-SH150 biosensor (Mota et al., 2021). Knowing Rmin, Rmax, EC50 
and the Hill coefficient, the ratio value can be converted into an estimate 
of cAMP concentration (Russwurm and Koesling, 2018). 

The conversion of ratio to concentration tends to artificially blow up 
the noise in traces showing calculated cAMP concentrations when the 
ratio gets close to Rmin and Rmax. Instead of showing traces converted 
in cAMP concentration on a log scale, which typically enhances these 
noises, we rather display and perform statistics on ratio values, and add 
an axis showing the estimated concentration besides the ratio trace 
(Mota et al., 2021). 

Biosensor sensitivity is indeed a key determinant for the detection of 
a response and recent sensors considerably improved their dynamic 
range and signal-to-noise ratio. For example, the first generation of 
cAMP sensor, Epac1-camps, reported no change in response to several 
monoamine and neuropeptide neuromodulators (Castro et al., 2010, 
2013; Hu et al., 2011). Improved sensors such as TEpacVV (Klarenbeek 
et al., 2011), Epac-SH150 (Polito et al., 2013) and Epac-SH187 (Klarenbeek 
et al., 2015) with a much larger maximal ratio change and a fairly 
extended detection range now allow cAMP measurements over a much 
broader range of concentration. For example, the β-adrenergic response 
in pyramidal cortical neurons was much better resolved with newer 
Epac-SH150 (Castro et al., 2010; Luczak et al., 2017). Modest cAMP signal 
are nonetheless sufficient to activate PKA and trigger cytosolic and nu
clear responses of AKAR-type sensors, which thus appear as the most 
sensitive detectors for this pathway (Castro et al., 2010; Hu et al., 2011; 
Nomura et al., 2014). 

Various biosensors for cGMP have also been developed, which have 
been reviewed in great details (Russwurm and Koesling, 2018). Two 
more recent biosensors for cGMP have been described: PfPKG, with a 
high sensitivity to cGMP (EC50 of ~20 nM) (Calamera et al., 2019), and 
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cyGNAL, with less sensitivity to cGMP (EC50 of ~0.5 µM) but better 
selectivity against cAMP (Betolngar et al., 2019). 

2.3.2. Buffering effect 
Biosensor concentration may complicate the interpretation of mea

surements: if the biosensor is present in large excess compared to cAMP, 
only a small fraction of the biosensor will switch to the on state, and the 
ratio will report a lower cAMP concentration than what would have 
occurred if the biosensor were at a lower concentration. In parallel, 
excessive biosensor concentration, by buffering cAMP, may prevent 
cAMP action on its physiological targets. Biosensor concentration is 
usually in the low micromolar range, a concentration that should not 
affect the biological signal. However, biosensor concentrations of 
several tens of micromolar can be reached easily (van der Wal et al., 
2001; Drobac et al., 2010), where it certainly dampens the cAMP signal. 
While determining accurately the concentration of a biosensor inside a 
living cell is technically delicate, it is quite easy to verify the impact of 
biosensor concentration on the cAMP responses by analyzing the rela
tionship between the amplitude of the cAMP measurement of interest 
and the biosensor fluorescence level. If such buffering effect were 
involved, neurons showing a low fluorescence intensity, indicative of 
low biosensor expression level, should display responses of larger 
amplitude than neurons showing high fluorescence intensities. Such 
negative trend was not observed in pyramidal cortical neurons showing 
that a buffering effect did not affect the responses in these conditions 
(Castro et al., 2013). However, the buffering effect was clearly observed 
in vascular smooth muscle cells, with a statistically lower cAMP 
response in the cells expressing the biosensor at the highest level 
(Figure 5 in (Vallin et al., 2018)). Simulations using a model built from 
our biosensor recordings showed that this buffering effect is negligible in 
striatal medium-sized spiny neurons, in relation with the high turn-over 
of cAMP in this neuronal type (Yapo et al., 2017). 

3. Activation of cyclic nucleotide signaling in situ 

Cellular environment plays an important role in receptor function 
and signal integration. Thus, the choice of differentiated neurons in their 
physiological context, i.e., in brain slice preparations, is of great 
importance. It provides morphologically intact neurons, which maintain 
their functional network connections, as well as endogenous receptor 
expression. 

3.1. Functional receptors in specific neuronal types in situ 

3.1.1. Various GPCR in pyramidal cortical neurons 
Biosensor imaging are ideal tools to reveal in situ which G-protein 

coupled receptors (GPCR) are involved in a neuromodulator’s action. 
Noradrenaline or adrenaline are released in different brain areas where 
it modulates the activity of neural circuits and enhances synaptic plas
ticity, by affecting neuronal and non-neuronal cells (O’Donnell et al., 
2012). These transmitters activate, among others, β-adrenergic re
ceptors (β-AR). Mouse pyramidal cortical neurons express both β1-AR 
and β2-AR. Selective pharmacology demonstrated that noradrenaline 
action on the cAMP/PKA pathway selectively involves β1-AR (Castro 
et al., 2010). Photostimulation of channelrhodopsins in the locus 
coeruleus fibers in the neocortex triggers the release of noradrenaline. 
This release transiently increases PKA responses in somata and dendrites 
of individual pyramidal cells, and this effect is dampened by the 
co-activation of α2 adrenoceptors and by noradrenaline re-uptake 
(Nomura et al., 2014, 2020; Ma et al., 2018). Functional dopamine 
D1-like receptors have also been revealed by AKAR or Epac imaging in 
pyramidal cortical neurons (Castro et al., 2013; Yapo et al., 2018). 

A number of neuropeptides are expressed in the brain, each of them 
accompanied by a group of cognate GPCR. These neuropeptides are 
involved in a number of physiological functions, from the control of 
homeostasis to cognition (van den Pol, 2012). Pyramidal cortical 

neurons express VPAC1 and PAC1 receptors, both of which can be 
activated by the local release of the neuropeptide Vasoactive Intestinal 
Peptide (VIP) and pituitary adenylate cyclase-activating peptide 
(PACAP). These neuropeptides are involved in synaptic transmission 
and neuronal plasticity, with interesting therapeutic potential to treat 
cognitive defects (Ciranna and Costa, 2019; Cunha-Reis and 
Caulino-Rocha, 2020). Using AKAR2 biosensor and pharmacological 
receptor modulation, Hu et al. (2011) demonstrated that VIP and PACAP 
action are mostly mediated in neocortical neurons by VPAC1 receptor 
and PAC1 receptor, respectively (Hu et al., 2011). AKAR measurements 
also revealed important differences in the efficacy of these neuropep
tides, in terms of response amplitude and time-course. 

3.1.2. Dopamine receptors in the striatum 
Dopamine plays a critical functional role in the striatum, where it 

binds to D1 or D2 receptors, expressed on two distinct sub-populations of 
medium-sized spiny neurons (MSNs). It is widely accepted that D2- 
expressing MSNs respond to low dopamine concentrations, resulting 
from the tonic activity of dopaminergic inputs, whereas D1-expressing 
MSNs respond to the high dopamine concentrations resulting from 
phasic activity in dopaminergic inputs. This notion derived from binding 
measurements or analyzing dopamine receptors in heterologous sys
tems, which showed, in these conditions, that D2 receptors had a much 
higher affinity for dopamine than D1 receptors. This static view must be 
revised with novel evidences indicating that D2 receptors in vivo can 
exist in low and high affinity states (Skinbjerg et al., 2012). This ques
tion could be addressed with biosensor imaging in striatal brain slices, 
where the effect of dopamine on D1 and D2 receptors could be measured 
simultaneously on the two distinct sub-populations of MSNs. 
Caged-dopamine (NPEC-DA) was used to deliver dopamine for a short 
and specific time mimicking transient dopamine. EC50 displayed similar 
value for D1 and D2 MSN in the range of sub-micromolar, differing only 
by a factor of two (Yapo et al., 2017), a much smaller difference than 
commonly assumed, but consistent with early biochemical measure
ments (Enjalbert and Bockaert, 1983; Weiss et al., 1985). Modeling of 
the cAMP/PKA cascade suggest that, independently of low receptor af
finity, D2-expressing MSNs could respond to an interruption in the tonic 
release of dopamine (Yapo et al., 2017). 

This novel view on dopamine receptor sensitivity was confirmed in 
an interesting transgenic mouse model expressing TEpacVV developed 
recently: primary neuronal cultures from these animals showed a 
sensitivity to dopamine that was even higher in D1 MSNs than in D2 
MSNs (Muntean et al., 2018). This work also analyzed adenosine and 
opiod responses, and imaged in brain slices cAMP responses to endog
enous dopamine released by optogenetic stimulation of dopaminergic 
neurons (Muntean et al., 2018). 

In Parkinson’s disease, the degenerescence of dopaminergic neurons 
in the substantia nigra deprives the striatum from its physiological 
dopamine input. This lack of dopamine on D1 MSNs induces an hyper
sensitivity through a more efficient D1R-Golf coupling (Corvol et al., 
2004). Biosensor imaging showed these hypersensitive responses in 
brain slices (Mariani et al., 2019) and in vivo (Jones-Tabah et al., 2020). 

3.1.3. Monitoring the activation of the cGMP signaling pathway 
NO-mediated activation of guanylyl cyclase pathway plays an 

important role in neurobiology, in synaptic plasticity and in the regu
lation of glutamate release (Kleppisch and Feil, 2009; Garthwaite, 
2019). For example, cerebellar LTD requires glutamate-induced calcium 
signals, leading to the release of NO and activation of PKG (Daniel et al., 
1998). Such signaling cascade was explored in great details using a 
transgenic mouse line expressing the cGi-500 sensor (Giesen et al., 
2020). Using primary cultures and hippocampal and cortical brain slices 
from this mouse line, the authors characterized the successive steps: a 
glutamate signal, acting on NMDA and AMPA receptor, triggers a cal
cium influx through L-type calcium channels which leads to NO pro
duction by nNOS enzyme, eventually increasing cGMP. 
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Another source of cGMP production is the activation of natriuretic 
peptide receptors. The recent development of highly sensitive cGMP 
biosensors of the PfPKG series reported cGMP signals in response to 
brain natriuretic peptid (BNP) in cardiac stellate ganglia (Liu et al., 
2018; Calamera et al., 2019). 

4. Shaping the cyclic nucleotide signal 

4.1. Receptors crosstalk at the level of adenylyl cyclases 

Biosensor imaging opens up a novel way to analyze the competing or 
synergistic interactions between different extracellular signals. Indeed, 
neurons express a wide diversity of GPCR, some of them coupled to 
cAMP signaling, either positively or negatively. While the main coupling 
is generally well documented for each GPCR, it is much more difficult to 
predict the outcome of simultaneous activation of GPCR coupled in an 
opposite way, as is occurs in physiological situation. 

The sub-population of striatal medium spiny neurons which express 
Gi-coupled D2 dopamine receptors also express the Golf-coupled adeno
sine A2A receptor. Both dopamine and adenosine are present simulta
neously in the striatum, with large variations of dopamine levels 
depending on the tonic or phasic activity of dopaminergic inputs. In the 
continuous presence of adenosine, biosensor imaging indeed shows that 
D2 receptors efficiently switches off cAMP production in spiny neurons, 
leading to PKA de-activation (Yapo et al., 2017; Mota et al, 2021). 

Symmetrically, the other sub-population of striatal medium-sized 
spiny neurons express the Golf coupled D1 receptor together with the 
Gi/o-coupled M4 muscarinic receptor. Although rare in number, cholin
ergic interneurons in the striatum cover a wide territory with their 
axonal arborization and play an important functional role (Gonzales and 
Smith, 2015). While these neurons release acetylcholine tonically, a 
phasic dopamine signal stops their activity (Aosaki et al., 2010). Theo
retical work suggested that this transient lack of acetylcholine might be 
required to let a positive cAMP signal develop in response to D1 receptor 
stimulation (Nair et al., 2015). Biosensor imaging confirmed the high 
affinity of M4 muscarinic receptors and their efficacy in shutting-off 
cAMP production. In vivo, this effect of M4 receptor was sufficient to 
reverse the increased locomotor activity present in a mouse model of 
hyperactivity (Nair et al., 2019). 

It is interesting to note that MSNs mainly express type 5 adenylyl 
cyclase, which is specific of this brain region (Matsuoka et al., 1997). 
Recent molecular modeling work revealed that type 5 adenylyl cyclase 
can bind both Gs and Gi/o simultaneously, switching the catalytic site 
into the inactive conformation (van Keulen et al., 2019). Whether other 
adenylyl cyclases in other brain regions also give preeminence to Gi/o 
remains to be determined. 

Another signaling situation involving complex receptor to cyclase 
coupling was addressed with biosensor imaging: the authors show that 
the activation of M1 muscarinic receptors, in spite of being coupled to Gq 
proteins, leads to an activation of an AKAR-type biosensors (Chen et al., 
2017). The precise mechanism, which remains to be identified, probably 
involves calcium and PKC. This work highlights the complexity of 
cross-talks between signaling pathways and the importance of direct 
measurements at different levels of a signaling cascade in the native 
environment. 

4.2. Phosphodiesterase activities determine the profile of cyclic nucleotide 
signals 

The cAMP signal results from a constant equilibrium between cAMP 
production by adenylyl cyclases and cAMP degradation mainly by 
phosphodiesterases (PDEs), which hydrolyze cAMP and/or cGMP into 
the AMP and/or GMP. More than 50 PDE isoforms, encoded by 21 genes 
have been described so far (Keravis and Lugnier, 2012). In the last 
decade, the development of a large palette of specific PDE inhibitors 
allowed for a better understanding of specific phosphodiesterase 

functions in cAMP and/or cGMP signaling in various cell types (Maurice 
et al., 2014; Baillie et al., 2019), in parallel with the development of a 
number of novel drug development programs (Menniti et al., 2006; 
Baillie et al., 2019). Indeed, multiple PDE isoforms are expressed in a 
same cell, with specific regulatory domains, enzymatic properties and 
multiple intracellular localizations. Their affinity for different substrate 
concentrations as well as modulation by other intracellular signals, 
places them at the crossroad between different signaling pathways, 
allowing for a finely tuned interplay between different neuromodulatory 
signals. 

4.2.1. PDE10A: a major regulator of cAMP/PKA signals in the striatum 
The complexity of the regulation exerted by PDEs can be observed in 

striatal neurons, which express high levels of PDE1B, PDE2A and 
PDE10A, and moderate levels of PDE4B (Seeger et al., 2003; Coskran 
et al., 2006; Heiman et al., 2008; Lakics et al., 2010; Kelly et al., 2014). 
The PDE10A protein is present almost exclusively and at very high levels 
in both D1 and D2 MSNs (Seeger et al., 2003; Coskran et al., 2006; Lakics 
et al., 2010). PDE10A displays high (sub-micromolar) affinity for cAMP 
(Wang et al., 2007; Poppe et al., 2008) and biosensor imaging highlights 
PDE10A as the main regulator of tonic AMP production by adenylyl 
cyclases (Polito et al., 2015). 

In addition, PDE10A shows a prominent functional role in the 
regulation of the cAMP/PKA response in both D1 and D2 MSNs (Mota 
et al., 2021), as shown by cAMP measurements in striatal brain slices. 
This work showed that PDE10A is required to degrade cAMP to a suf
ficiently low level to allow for PKA de-activation: when PDE10A is 
blocked, dopamine signals can no longer be detected at the level of PKA. 
Previous studies showed differences between D1 and D2 MSNs in their 
responsiveness to PDE10A inhibitors, both in vivo and in brain slices 
(Threlfell et al., 2009; Polito et al., 2015). This D2/D1 imbalance was 
consistent with PDE10A inhibitors mimicking the D2 antagonistic action 
of antipsychotic agents, which had sparked considerable interest in 
PDE10A as a potential therapeutic target to treat schizophrenia (Kehler 
and Nielsen, 2011; Schülke and Brandon, 2017; Harada et al., 2020). So 
far, this hope has not met clinical success (Menniti et al., 2020), possibly 
because inhibiting such an essential signaling enzyme profoundly de
stabilizes signal integration in MSNs (Mota et al., 2021). Compared to 
PDE10A, PDE2A and PDE4 display much lower affinity for cAMP and 
therefore preferentially regulate high cAMP concentration. Although 
not critically required, modulation of these PDEs may be of therapeutic 
interest, since they determine the maximal amplitude as well as 
steady-state cAMP levels that can be obtained in striatal neurons with 
dopamine or adenosine (Mota et al., 2021). 

4.2.2. PDE2A: Mediator of the NO/cGMP signaling 
PDEs can mediate interactions between different signaling pathways. 

For example, LTS interneurons in the striatum express high levels of 
neuronal nitric oxide synthase (Tepper et al., 2018), suggesting that NO 
may play a role in the regulation of dopamine action. Indeed, NO dif
fuses throughout the striatum and activates cGMP production by soluble 
guanylyl cyclases (GCs), which is highly expressed in MSNs (Ariano 
et al., 1982; Matsuoka et al., 1992; Ding et al., 2004). Biosensor imaging 
clearly confirmed the powerful activating action of NO donors on cGMP 
production in various brain regions (Hepp et al., 2007; Betolngar et al., 
2019; Giesen et al., 2020). This cGMP signal can activate PDE2A, which 
specific feature is its allosteric activation by cGMP binding to a regula
tory domain. cAMP/PKA imaging showed that this NO/cGMP/PDE2A 
cascade indeed reduced cAMP and PKA responses triggered by transient 
dopamine in striatal neurons (Polito et al., 2013). A similar observation 
was made in hippocampal and cortical neurons, where PDE2A contrib
utes efficiently to the degradation of glutamate-induced cGMP signal 
(Giesen et al., 2020). However, and in agreement with its low affinity for 
cAMP, PDE2A only regulates high cAMP levels such as those reached 
during peak cAMP response to D1 receptor stimulation, or elevated 
steady-state cAMP levels induced by the activation of adenosine A2A 

P. Vincent et al.                                                                                                                                                                                                                                 



Journal of Neuroscience Methods 362 (2021) 109305

5

receptors (Mota et al., 2021). 
The fragile X syndrome (FXS) is a neurodevelopmental disease 

leading to inherited intellectual disability. The FMR1 gene encoding the 
fragile X mental retardation protein (FMRP) is not expressed in this 
disorder. FXS patient and Fmr1-KO mice have a deficit in the regulation 
of mRNA translation in neuronal cells. One target of FMRP is PDE2A 
(Maurin et al., 2018) and in Fmr1-KO mice, enhanced PDE2A activity 
was observed in hippocampal slices expressing the cAMP biosensor 
Epac-SH150 (Maurin et al., 2019). Pharmacological inhibition of PDE2A 
durably reversed the behavioral phenotype of Fmr1-KO mice, suggesting 
a novel therapeutic strategy for the treatment of mental retardation. 

In peripheral neurons, PDE2A also plays an important role in the 
regulation of cardiac neurotransmission (Liu et al., 2018; Li and Pater
son, 2019). More precisely, in cardiac stellate ganglia, brain natriuretic 
peptide (BNP) efficiently regulates norephinephrin release, through an 
increase in cGMP signaling. In rats and human patients with sympathetic 
hyperactivity, the effect of BNP/cGMP signaling is reduced due to 
enhanced PDE2A activity. Interestingly, inhibition of PDE2A activity 
restored norepinephin levels induced by the BNP/cGMP, suggesting that 
PDE2A may be a therapeutic target to reduce sympathetic hyperactivity 
(Liu et al., 2018). 

4.2.3. PDE1B: mediator of Glutamate/Ca2+ signaling 
PDE1, which is activated by calcium-calmodulin, is highly expressed 

throughout the brain. PDE1 degrades both cAMP and cGMP, with a 
relatively low substrate affinity. While cGMP was produced as a result of 
calcium influx and nNOS activation, this intracellular calcium also 
activated PDE1 which largely contributed to the degradation of cGMP, 
in a negative feedback loop (Giesen et al., 2020). The details of PDE1 
action was also studied in brain slice preparations where NMDA 
uncaging transiently decreased cGMP or cAMP levels, an effect lost in 
the presence of a highly selective PDE1 inhibitor (Betolngar et al., 2019). 
Such transient PDE1 activation may be of particular importance when 
dopamine is released simultaneously with glutamate or with a 
post-synaptic action potential, a situation known to induce synaptic 
plasticity. Indeed, in striatum slices, simultaneous release of dopamine 
and NMDA showed that PDE1 activity reduces the amplitude of the 
D1-mediated cAMP response (Betolngar et al., 2019). Finally, synaptic 
plasticity appeared enhanced when PDE1 was inhibited (Betolngar 
et al., 2019), suggesting that PDE1 inhibition may be a novel therapeutic 
strategy to treat cognitive deficits (Li et al., 2016; Snyder et al., 2016). 

5. Spatial and temporal integration 

5.1. cAMP/PKA compartmentation in developing neurons 

Even though cAMP is a small water-soluble molecule that diffuses 
freely in the cytosol, the propagation of a cAMP signal throughout the 
cell is severely constrained by the highly efficacious degradation 
mediated by phosphodiesterases. Since cAMP is produced at the plasma 
membrane and degraded by membrane and cytosolic PDEs, local cell 
geometry - i.e. surface to volume ratio - plays a critical role in the 
propagation of this signal. This is of particular importance in the case of 
neurons which bear cellular compartments of widely different sizes. In 
addition, local changes in the density of signaling enzymes adds a 
further level of complexity to signaling compartmentation. For example, 
PDE interaction with scaffolding proteins, such as AKAP, favors the local 
degradation of cAMP and efficiently controls the spread of cAMP around 
its production site. This regulation was observed in a recent study in 
which an AKAR sensor was targeted to the peri-nuclear compartment in 
embryonic cultured neurons. This work revealed an mAKAP-PKA- 
PDE4D complex at the peri-nuclear membrane that efficiently controls 
neurite growth and neuron survival (Boczek et al., 2019). 

Spatially regulated cAMP signals were also observed in the axonal 
compartment, in early stages of the embryonic development. At later 
developmental stages, this axonal compartmentation achieved by AKAP- 

PDE is reduced, and the cAMP signal rises locally in the axon favoring 
axonal growth (Averaimo et al., 2016; Gorshkov et al., 2017). 

Another important sub-cellular compartment in immature migrating 
neurons is the primary cilium. This small organelle forms close to the 
centrosome and changes dynamically during the various migration 
steps. The cAMP biosensor Epac-SH187 revealed that this primary cilium 
is associated with a cAMP hot spot that forms transiently in the leading 
process of the migrating neuron, in synch with the different steps of cell 
movement (Stoufflet et al., 2020). 

5.2. Membrane - cytosol - nucleus attenuation in most neurons 

In pyramidal cortical neurons or intralaminar thalamic neurons, 
cAMP levels in the somatic cytosol remain relatively low, in the sub
micromolar range, in response to the activation of a wide range of GPCR, 
such as serotonin 5-HT7, dopamine D1, β1-adrenergic or neuropeptide 
receptors (Gervasi et al., 2007; Castro et al., 2010, 2013; Hu et al., 2011; 
Nomura et al., 2014). This low cAMP response is sufficient to trigger 
PKA activation, that differed in amplitude and kinetics depending on the 
compartment where the signal was recorded (Fig. 1A,B). For example, in 
thin dendrites where the biosensor reports the signal mainly in the 
sub-membrane compartment, cAMP accumulates easily and activates 
PKA, but its concentration fades away in the somatic cytosol and large 
primary dendrites (Castro et al., 2010; Luczak et al., 2017; Tang and 
Yasuda, 2017). Electrophysiological recordings of a PKA-sensitive po
tassium channel confirmed that full and fast PKA activation occurs at the 
sub-membrane domain. This effect has been theoretically predicted and 
would be favored by a higher surface to volume ratio, leading to cAMP 
accumulation in a confined space and its functional coupling with PKA 
and target channels (Neves et al., 2008; Luczak et al., 2017). It must be 
noted that when the AKAR biosensor is targeted to microtubules, the 
time-course of the biosensor is faster - similar to the time-course of sAHP 
modulation - than the AKAR signal measured in the bulk cytosol, illus
trating the importance of sub-cellular compartmentation of PKA action 
(Ma et al., 2018). 

In pyramidal cortical neurons and thalamic neurons, the targeting of 
the AKAR sensor to the nuclear compartment clearly shows that the PKA 
signal in the nucleus is further dampened in both amplitude and kinetics, 
with more than 10 min being required to get a sizable nuclear response 
(Gervasi et al., 2007) (Fig. 1B). This effect is in agreement with the 
passive diffusion of the catalytic subunit of PKA through the nuclear 
pore (Hagiwara et al., 1993; Harootunian et al., 1993) as well as high 
phosphatase activity. Indeed, type 1 phosphatase (PP-1) efficiently 
counteracts PKA activity in the nuclear compartment, and is probably 
responsible for the lower sensitivity of these neurons to initiate gene 
expression in response to brief dopamine stimulations (Castro et al., 
2013; Yapo et al., 2018). 

In the cytoplasm and sub-membrane compartment, the major nega
tive control of intracellular cAMP is achieved by PDE4. In thin dendrites, 
PDE4 tightly controls tonic cAMP production, PKA activation and 
consequently neuronal excitability (Castro et al., 2010, 2013). This 
regulation of tonic cAMP level probably allows for multiple possibilities 
of signal integration and cross-talks with other cascades. Since PDE4 
inhibitors can render the neurons responsive to low levels of agonist, it 
probably restores or amplifies the postsynaptic response when neuro
modulator levels fall or loose part of their effect, such as in depressive or 
memory disorders (Bolger, 2017; Blokland et al., 2019). 

Overall, this profile of rapid and powerful cAMP/PKA responses at 
the sub-membrane compartment that progressively fades as the signal 
progresses through the cytosol and into the nucleus is the most 
commonly accepted mechanism for cAMP/PKA signaling and was also 
reported in many other cell types (DiPilato et al., 2004; Sample et al., 
2012; Haj Slimane et al., 2014; Yang et al., 2014). 
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5.3. Specific dynamic features of striatal neurons 

In vivo, phasic dopamine release in the striatum lasts less than a 
second, but is sufficient to modulate striatal plasticity and trigger the 
induction of gene expression (Howard et al., 2013). In brain slices, 
dopamine released from caged precursor or from dopaminergic fibers by 
optogenetic stimulation induces a robust PKA response (Yapo et al., 
2017; Ma et al., 2018). This transient release of dopamine triggers 
transient and opposite cAMP/PKA responses in D1 and D2 MSNs over a 
time scale of a few minutes. Surprisingly, the profile of signal trans
duction in MSNs profoundly differ from what was observed in cortical 
pyramidal neurons, described above (Fig. 1A− C). D1-type MSNs exhibit 
much faster, larger, and longer lasting cytosolic cAMP and PKA re
sponses (Castro et al., 2013). This high sensitivity is most likely related 
to the expression of an unusual set of signaling enzymes in MSNs, such as 
Gαolf instead of Gs, type 5 adenylyl cyclases (Matsuoka et al., 1997), 
PDE10A (Seeger et al., 2003; Coskran et al., 2006; Lakics et al., 2010) 
and dopamine-and cAMP-regulated phosphoprotein 32 kDa 
(DARPP-32)(Nishi et al., 2011). DARPP-32, when phosphorylated by 
PKA, becomes a strong inhibitor of type 1-phosphatase (PP-1) activity 
(Hemmings et al., 1984; Svenningsson et al., 2005). This positive 

feed-forward control amplifies PKA response by increasing the duration 
of cytosolic PKA responses to transient dopamine in D1 MSNs (Castro 
et al., 2013). DARPP-32 is also required for spine enlargement (Yagishita 
et al., 2014). Such mechanism also promotes a peculiar all-or-none 
responsiveness in the nuclear compartment and was associated with 
the expression of c-fos (Yapo et al., 2018) (Fig. 1D). Biosensor imaging 
and computer modeling suggest that striatal PKA follows the classic 
mechanism of passive diffusion of the catalytic sub-unit from the cyto
plasm through the nucleus, but with an additional amplification of its 
own diffusion in the nuclear compartment at the level of the nuclear 
pore. An additional amplification mechanism is based on PP-1 inhibition 
in the nucleus, possibly mediated by DARPP-32. Such positive 
feed-forward control loop clearly contributes to produce all or none 
responses to dopamine (Yapo et al., 2018). 

Beyond these specific biochemical features, neuronal geometry also 
adds more complexity to the integration of dopamine signals. An 
observation of importance is that, depending on the location where the 
cAMP/PKA signal is initiated in the dendritic tree, its propagation 
through the dendritic tree towards the nucleus does not follow the ex
pected linear diffusion pattern (Li et al., 2015). In another study, the 
authors analyzed dendritic spine enlargement following the coincident 

Fig. 1. Schematic representation of the cAMP/PKA signaling pathway and its regulation in pyramidal neurons of the cortex and in medium-sized spiny neurons 
(MSNs) of the striatum. A) In cortical pyramidal neurons (as in many other cell types), G protein coupled receptor stimulation results in a moderate increase in cAMP 
level and PKA activation, that is progressively attenuated as it diffuses from the membrane through the cytosol and into the nucleus. B) PKA-dependent phos
phorylation is measured electrophysiologically in the sub-membrane compartment through the inhibition of a potassium current, using the AKAR2 biosensor in the 
somatic cytosol and using AKAR2-NLS in the nucleus, showing decreasing efficacy and slower action (Gervasi et al., 2007); copyright 2007 Society for Neuroscience. 
C) Striatal D1-type medium spiny neurons (MSNs) can detect brief dopamine release and induce a large increase in cAMP/PKA signaling with a specific temporal 
profile. D) Dopamine (1 µM) was released from a “caged” precursor by a flash of UV light while PKA-dependent phosphorylation was monitored in the cytosol with 
AKAR3 (plain trace) and in the nucleus with AKAR2-NLS, as described in (Yapo et al., 2018): in contrast with the cortex, a brief cytosolic signal of moderate 
amplitude is associated with a much larger and longer lasting nuclear signal. 
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release of glutamate, dopamine, and post-synaptic action potential 
(Yagishita et al., 2014). This effect requires DARPP-32, as well as the 
calcium-activated adenylyl cyclase 1. This work also reports a decrease 
in the PKA response to dopamine release as the distance from the cell 
body increases, an effect that depends on PDE10A activity. This is the 
opposite of what was observed in the cortex, possibly because PDE10A is 
associated with the membrane whereas PDE4 is cytosolic. Most impor
tantly, spine enlargement was only observed when preceded in less than 
1 s by a calcium signal, and biosensor imaging revealed the successive 
steps for achieving this temporal specificity. This highlights the impor
tance of the precise timing and spatial localization of signaling events in 
a fundamental process involved in learning and memory. 

6. Perspectives 

There are many steps in the integration of an extracellular neuro
modulatory signal to a change in phosphorylation of a target protein, 
and each of these steps allow for cross-talks with other signaling path
ways. These events take place in different sub-cellular compartments, 
with different geometries and different equipments in signaling en
zymes. In most cases, the signal gets progressively attenuated during its 
journey through different cell compartments, consistent with homeo
stasis tending to reduce any deviation from equilibrium. MSNs clearly 
depart from this logic by integrating very efficiently brief dopamine 
signals - a core feature of reward-mediated learning - into powerful 
cAMP/PKA signals, a feature associated with the expression of unusual 
signaling enzymes. Further work is needed to explore other brain re
gions - and possibly in vivo -, to determine if other specific neurobio
logical functions are associated with other peculiarities of integration 
mechanisms. 
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Betolngar, D.B., Mota, É., Fabritius, A., Nielsen, J., Hougaard, C., Christoffersen, C.T., 
Yang, J., Kehler, J., Griesbeck, O., Castro, L.R.V., Vincent, P., 2019. 

Phosphodiesterase 1 bridges glutamate inputs with NO- and dopamine-induced 
cyclic nucleotide signals in the striatum. Cereb. Cortex 29, 5022–5036. https://doi. 
org/10.1093/cercor/bhz041. 

Björklund, A., Dunnett, S.B., 2007. Fifty years of dopamine research. Trends Neurosci. 
30, 185–187. https://doi.org/10.1016/j.tins.2007.03.004. 

Blokland, A., Van Duinen, M.A., Sambeth, A., Heckman, P.R.A., Tsai, M., Lahu, G., Uz, T., 
Prickaerts, J., 2019. Acute treatment with the PDE4 inhibitor roflumilast improves 
verbal word memory in healthy old individuals: a double-blind placebo-controlled 
study. Neurobiol. Aging 77, 37–43. https://doi.org/10.1016/j. 
neurobiolaging.2019.01.014. 

Boczek, T., Cameron, E.G., Yu, W., Xia, X., Shah, S.H., Castillo Chabeco, B., Galvao, J., 
Nahmou, M., Li, J., Thakur, H., Goldberg, J.L., Kapiloff, M.S., 2019. Regulation of 
neuronal survival and axon growth by a perinuclear cAMP compartment. 
J. Neurosci. 39, 5466–5480. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.2752-18.2019. 

Bolger, G.B., 2017. The PDE4 cAMP-specific phosphodiesterases: targets for drugs with 
antidepressant and memory-enhancing action. Adv. Neurobiol. 17, 63–102. https:// 
doi.org/10.1007/978-3-319-58811-7_4. 

Börner, S., Schwede, F., Schlipp, A., Berisha, F., Calebiro, D., Lohse, M.J., Nikolaev, V.O., 
2011. FRET measurements of intracellular cAMP concentrations and cAMP analog 
permeability in intact cells. Nat. Protoc. 6, 427–438. https://doi.org/10.1038/ 
nprot.2010.198. 

Calamera, G., Li, D., Ulsund, A.H., Kim, J.J., Neely, O.C., Moltzau, L.R., Bjørnerem, M., 
Paterson, D., Kim, C., Levy, F.O., Andressen, K.W., 2019. FRET-based cyclic GMP 
biosensors measure low cGMP concentrations in cardiomyocytes and neurons. 
Commun. Biol. 2, 394. https://doi.org/10.1038/s42003-019-0641-x. 

Castro, L.R., Brito, M., Guiot, E., Polito, M., Korn, C.W., Herve, D., Girault, J.A., 
Paupardin-Tritsch, D., Vincent, P., 2013. Striatal neurones have a specific ability to 
respond to phasic dopamine release. J. Physiol. 591, 3197–3214. https://doi.org/ 
10.1113/jphysiol.2013.252197. 

Castro, L.R., Gervasi, N., Guiot, E., Cavellini, L., Nikolaev, V.O., Paupardin-Tritsch, D., 
Vincent, P., 2010. Type 4 phosphodiesterase plays different integrating roles in 
different cellular domains in pyramidal cortical neurons. J. Neurosci. 30, 
6143–6151. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5851-09.2010. 

Chen, Y., Granger, A.J., Tran, T., Saulnier, J.L., Kirkwood, A., Sabatini, B.L., 2017. 
Endogenous Gαq-coupled neuromodulator receptors activate protein kinase A. 
Neuron 96, 1070–1083.e5. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2017.10.023. 

Chen, Y., Saulnier, J.L., Yellen, G., Sabatini, B.L., 2014. A PKA activity sensor for 
quantitative analysis of endogenous GPCR signaling via 2-photon FRET-FLIM 
imaging. Front Pharm. 5, 56. https://doi.org/10.3389/fphar.2014.00056. 

Ciranna, L., Costa, L., 2019. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 
modulates hippocampal synaptic transmission and plasticity: new therapeutic 
suggestions for fragile X syndrome. Front Cell Neurosci. 13, 524. https://doi.org/ 
10.3389/fncel.2019.00524. 

Corvol, J.C., Muriel, M.P., Valjent, E., Feger, J., Hanoun, N., Girault, J.A., Hirsch, E.C., 
Herve, D., 2004. Persistent increase in olfactory type G-protein alpha subunit levels 
may underlie D1 receptor functional hypersensitivity in Parkinson disease. 
J. Neurosci. 24, 7007–7014. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0676-04.2004. 

Coskran, T.M., Morton, D., Menniti, F.S., Adamowicz, W.O., Kleiman, R.J., Ryan, A.M., 
Strick, C.A., Schmidt, C.J., Stephenson, D.T., 2006. Immunohistochemical 
localization of phosphodiesterase 10A in multiple mammalian species. J. Histochem 
Cytochem 54, 1205–1213. https://doi.org/10.1369/jhc.6A6930.2006. 

Cunha-Reis, D., Caulino-Rocha, A., 2020. VIP modulation of hippocampal synaptic 
plasticity: a role for VIP receptors as therapeutic targets in cognitive decline and 
mesial temporal lobe epilepsy. Front Cell Neurosci. 14, 153. https://doi.org/ 
10.3389/fncel.2020.00153. 

Daniel, H., Levenes, C., Crepel, F., 1998. Cellular mechanisms of cerebellar LTD. Trends 
Neurosci. 21, 401–407. 

Ding, J.D., Burette, A., Nedvetsky, P.I., Schmidt, H.H., Weinberg, R.J., 2004. Distribution 
of soluble guanylyl cyclase in the rat brain. J. Comp. Neurol. 472, 437–448. 

DiPilato, L.M., Cheng, X., Zhang, J., 2004. Fluorescent indicators of cAMP and Epac 
activation reveal differential dynamics of cAMP signaling within discrete subcellular 
compartments. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101, 16513–16518. https://doi.org/ 
10.1073/pnas.0405973101. 

Drobac, E., Tricoire, L., Chaffotte, A.F., Guiot, E., Lambolez, B., 2010. Calcium imaging in 
single neurons from brain slices using bioluminescent reporters. J. Neurosci. Res. 88, 
695–711. https://doi.org/10.1002/jnr.22249. 

Ducros, M., Moreaux, L., Bradley, J., Tiret, P., Griesbeck, O., Charpak, S., 2009. Spectral 
unmixing: analysis of performance in the olfactory bulb in vivo. PLoS One 4, 4418. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0004418. 

Enjalbert, A., Bockaert, J., 1983. Pharmacological characterization of the D2 dopamine 
receptor negatively coupled with adenylate cyclase in rat anterior pituitary. Mol. 
Pharm. 23, 576–584. 

Garthwaite, J., 2019. NO as a multimodal transmitter in the brain: discovery and current 
status. Br. J. Pharm. 176, 197–211. https://doi.org/10.1111/bph.14532. 

Gervasi, N., Hepp, R., Tricoire, L., Zhang, J., Lambolez, B., Paupardin-Tritsch, D., 
Vincent, P., 2007. Dynamics of protein kinase A signaling at the membrane, in the 
cytosol, and in the nucleus of neurons in mouse brain slices. J. Neurosci. 27, 
2744–2750. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5352-06.2007. 

Giesen, J., Füchtbauer, E.M., Füchtbauer, A., Funke, K., Koesling, D., Russwurm, M., 
2020. AMPA induces NO-dependent cGMP signals in hippocampal and cortical 
neurons via L-type voltage-gated calcium channels. Cereb. Cortex 30, 2128–2143. 
https://doi.org/10.1093/cercor/bhz227. 

Gonzales, K.K., Smith, Y., 2015. Cholinergic interneurons in the dorsal and ventral 
striatum: anatomical and functional considerations in normal and diseased 
conditions. Ann. N. Y Acad. Sci. 1349, 1–45. https://doi.org/10.1111/nyas.12762. 

P. Vincent et al.                                                                                                                                                                                                                                 

https://doi.org/10.1038/349694a0
https://doi.org/10.1111/j.1447-0594.2010.00588.x
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref3
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref3
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref3
https://doi.org/10.1038/ncomms12896
https://doi.org/10.1038/ncomms12896
https://doi.org/10.1038/s41573-019-0033-4
https://doi.org/10.1093/cercor/bhz041
https://doi.org/10.1093/cercor/bhz041
https://doi.org/10.1016/j.tins.2007.03.004
https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2019.01.014
https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2019.01.014
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.2752-18.2019
https://doi.org/10.1007/978-3-319-58811-7_4
https://doi.org/10.1007/978-3-319-58811-7_4
https://doi.org/10.1038/nprot.2010.198
https://doi.org/10.1038/nprot.2010.198
https://doi.org/10.1038/s42003-019-0641-x
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2013.252197
https://doi.org/10.1113/jphysiol.2013.252197
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5851-09.2010
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2017.10.023
https://doi.org/10.3389/fphar.2014.00056
https://doi.org/10.3389/fncel.2019.00524
https://doi.org/10.3389/fncel.2019.00524
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0676-04.2004
https://doi.org/10.1369/jhc.6A6930.2006
https://doi.org/10.3389/fncel.2020.00153
https://doi.org/10.3389/fncel.2020.00153
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref21
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref21
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref22
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref22
https://doi.org/10.1073/pnas.0405973101
https://doi.org/10.1073/pnas.0405973101
https://doi.org/10.1002/jnr.22249
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0004418
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref26
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref26
http://refhub.elsevier.com/S0165-0270(21)00240-5/sbref26
https://doi.org/10.1111/bph.14532
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5352-06.2007
https://doi.org/10.1093/cercor/bhz227
https://doi.org/10.1111/nyas.12762


Journal of Neuroscience Methods 362 (2021) 109305

8

Gorshkov, K., Mehta, S., Ramamurthy, S., Ronnett, G.V., Zhou, F.Q., Zhang, J., 2017. 
AKAP-mediated feedback control of cAMP gradients in developing hippocampal 
neurons. Nat. Chem. Biol. 13, 425–431. https://doi.org/10.1038/nchembio.2298. 

Grynkiewicz, G., Poenie, M., Tsien, R.Y., 1985. A new generation of Ca2+ indicators with 
greatly improved fluorescence properties. J. Biol. Chem. 260, 3440–3450. 

Hagiwara, M., Brindle, P., Harootunian, A., Armstrong, R., Rivier, J., Vale, W., Tsien, R., 
Montminy, M.R., 1993. Coupling of hormonal stimulation and transcription via the 
cyclic AMP-responsive factor CREB is rate limited by nuclear entry of protein kinase 
A. Mol. Cell Biol. 13, 4852–4859. 

Haj Slimane, Z., Bedioune, I., Lechene, P., Varin, A., Lefebvre, F., Mateo, P., Domergue- 
Dupont, V., Dewenter, M., Richter, W., Conti, M., El-Armouche, A., Zhang, J., 
Fischmeister, R., Vandecasteele, G., 2014. Control of cytoplasmic and nuclear 
protein kinase A by phosphodiesterases and phosphatases in cardiac myocytes. 
Cardiovasc Res. 102, 97–106. https://doi.org/10.1093/cvr/cvu029. 

Harada, A., Kaushal, N., Suzuki, K., Nakatani, A., Bobkov, K., Vekich, J.A., Doyle, J.P., 
Kimura, H., 2020. Balanced activation of striatal output pathways by faster off-rate 
PDE10A inhibitors elicits not only antipsychotic-like effects but also procognitive 
effects in rodents. Int. J. Neuropsychopharmacol. 23, 96–107. https://doi.org/ 
10.1093/ijnp/pyz056. 

Harootunian, A.T., Adams, S.R., Wen, W., Meinkoth, J.L., Taylor, S.S., Tsien, R.Y., 1993. 
Movement of the free catalytic subunit of cAMP-dependent protein kinase into and 
out of the nucleus can be explained by diffusion. Mol. Biol. Cell 4, 993–1002. 

Heiman, M., Schaefer, A., Gong, S., Peterson, J.D., Day, M., Ramsey, K.E., Suarez- 
Farinas, M., Schwarz, C., Stephan, D.A., Surmeier, D.J., Greengard, P., Heintz, N., 
2008. A translational profiling approach for the molecular characterization of CNS 
cell types. Cell 135, 738–748. https://doi.org/10.1016/j.cell.2008.10.028. 

Hemmings, H.C.J., Greengard, P., Tung, H.Y., Cohen, P., 1984. DARPP-32, a dopamine- 
regulated neuronal phosphoprotein, is a potent inhibitor of protein phosphatase-1. 
Nature 310, 503–505. 

Hepp, R., Tricoire, L., Hu, E., Gervasi, N., Paupardin-Tritsch, D., Lambolez, B., 
Vincent, P., 2007. Phosphodiesterase type 2 and the homeostasis of cyclic GMP in 
living thalamic neurons. J. Neurochem. 102, 1875–1886. https://doi.org/10.1111/ 
j.1471-4159.2007.04657.x. 

Howard, C.D., Pastuzyn, E.D., Barker-Haliski, M.L., Garris, P.A., Keefe, K.A., 2013. 
Phasic-like stimulation of the medial forebrain bundle augments striatal gene 
expression despite methamphetamine-induced partial dopamine denervation. 
J. Neurochem. 125, 555–565. https://doi.org/10.1111/jnc.12234. 

Hu, E., Demmou, L., Cauli, B., Gallopin, T., Geoffroy, H., Harris-Warrick, R.M., 
Paupardin-Tritsch, D., Lambolez, B., Vincent, P., Hepp, R., 2011. VIP, CRF, and 
PACAP act at distinct receptors to elicit different cAMP/PKA dynamics in the 
neocortex. Cereb. Cortex 21, 708–718. https://doi.org/10.1093/cercor/bhq143. 

Iversen, S.D., Iversen, L.L., 2007. Dopamine: 50 years in perspective. Trends Neurosci. 
30, 188–193. https://doi.org/10.1016/j.tins.2007.03.002. 

Jares-Erijman, E.A., Jovin, T.M., 2003. FRET imaging. Nat. Biotechnol. 21, 1387–1395. 
Jones-Tabah, J., Mohammad, H., Hadj-Youssef, S., Kim, L.E.H., Martin, R.D., 

Benaliouad, F., Tanny, J.C., Clarke, P.B.S., Hébert, T.E., 2020. Dopamine D1 receptor 
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4.2.1 – Contexte de l’étude  

La libération phasique de dopamine dans le striatum est impliquée dans le système 

d’apprentissage de la récompense et de l’erreur et dans la sélection et mise en place de 

mouvements. La dopamine est intégrée par les MSNs D1 et D2 via la voie de signalisation 

AMPc/PKA, et conduit, respectivement, à l’activation et l’inhibition de cette voie. La 

libération phasique de dopamine module de manière dynamique les niveaux d’AMPc et 

l’activité de la PKA (Yapo et al., 2017). L’augmentation et la diminution des niveaux 

d’AMPc dans les MSNs D1 et dans les MSNs D2, respectivement, est transitoire. La 

production et la dégradation de l’AMPc sont donc essentielles au maintien du contraste 

de la réponse à la dopamine. L’hydrolyse de l’AMPc en AMP est réalisée par les PDE, qui 

agissent alors comme contrôle négatif de la voie AMPc/PKA. Dans cette étude, nous 

avons ainsi étudié la contribution des PDE10A, PDE4 et PDE2A dans l’intégration du 

signal dopaminergique dans les MSNs D1 et D2. Pour cela, l’imagerie de biosenseurs 

FRET combinée à l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques à chaque PDE 

permet une mesure dynamique en temps réel des niveaux d’AMPc et de l’activité de la 

PKA sélectivement dans les MSNs D1 et D2. 

4.2.2 – Principaux résultats 

Dans cette étude, nous avons montré des rôles fonctionnels différents pour la PDE10A 

et les PDE4 et PDE2A. L’inhibition de la PDE10A supprime le contraste temporel de la 

réponse à la dopamine chez les deux populations de MSNs.  

Dans les MSNs D1, l’inhibition seule de la PDE10A conduit à une augmentation des 

niveaux d’AMPc à un niveau suffisant pour supprimer l’effet de la libération de 

dopamine transitoire. Cet effet se répercute également au niveau de la PKA, où son 

activation est maximale après inhibition de la PDE10A. Dans les MSNs D2, lorsque la 

PDE10A est inhibée, la dopamine transitoire n’est plus capable de diminuer les niveaux 

d’AMPc. Dans cette situation, l’activation de la PKA est également maximale.  
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A l’inverse, l’inhibition de la PDE2A et/ou PDE4 n’a pas d’effet sur les niveaux de base 

d’AMPc dans les MSNs D1. Toutefois, leur inhibition augmente l’amplitude de la réponse 

à la dopamine, tant au niveau de l’AMPc que de l’activité PKA. Dans les MSNs D2, 

l’inhibition de la PDE2A et/ou PDE4 n’empêche pas la diminution des niveaux d’AMPc.  

Tandis que l’inhibition de la PDE10A supprime le contraste temporel de la réponse à la 

dopamine, aussi bien dans les MSNs D1 que dans les MSNs D2, l’inhibition de la PDE4 

et/ou PDE2A augmente l’amplitude de la réponse à la dopamine.   

4.2.3 – Conclusions 

Le maintien de l’activité de la PDE10A est essentiel pour maintenir le contraste de la 

réponse à la dopamine dans les MSNs D1 et D2, tandis que l’activité de la PDE2A et PDE4 

module seulement l’amplitude de la réponse à la dopamine. Cela signifie que lorsque la 

PDE10A est inhibé, l’activité d’hydrolyse des PDE2A et PDE4 n’est pas suffisante pour 

compenser l’absence d’activité de la PDE10A. Dans les MSNs D1, la PDE2A et PDE4 ne 

sont pas capables de maintenir les niveaux de base d’AMPc. Sur le même principe, dans 

les MSNs D2, la PDE2A et PDE4 ne sont pas capables de dégrader l’AMPc suffisamment 

lorsque la dopamine stoppe la production d’AMPc. Tandis que la PDE10A seule (c'est-à-

dire lorsque la PDE2A et PDE4 sont inhibées) est responsable du maintien du niveau de 

base d’AMPc dans les MSNs D1 et de la diminution transitoire d’AMPc suite à l’activation 

des récepteurs D2. Ces résultats sont en accord avec l’affinité de chaque PDE pour 

l’AMPc : le faible Km de la PDE10A pour l’AMPc permet une activité d’hydrolyse à de 

faible concentration d’AMPc, tandis que le Km plus élevé des PDE2A et PDE4 ne permet 

pas de réduire la concentration en AMPc à un niveau suffisamment faible pour 

permettre la dé-activation de la PKA. 

4.2.4 – Article 
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Background and Purpose: Dopamine in the striatum plays a crucial role in reward

processes and action selection. Dopamine signals are transduced by D1 and D2

dopamine receptors which trigger mirror effects through the cAMP/PKA signalling

cascade in D1 and D2 medium-sized spiny neurons (MSNs). Phosphodiesterases

(PDEs), which determine the profile of cAMP signals, are highly expressed in MSNs,

but their respective roles in dopamine signal integration remain poorly understood.

Experimental Approach: We used genetically encoded FRET biosensors to monitor

at the single cell level the functional contribution of PDE2A, PDE4 and PDE10A in

the changes of the cAMP/PKA response to transient and continuous dopamine in

mouse striatal brain slices.

Key Results: We found that PDE2A, PDE4 and PDE10A operate on the moderate to

high cAMP levels elicited by D1 or A2A receptor stimulation. In contrast, only

PDE10A is able to reduce cAMP down to baseline in both type of neurones, leading

to the dephosphorylation of PKA substrates.

Conclusion and Implications: In both MSN types, PDE10A inhibition blunts the

responsiveness to dopamine, whereas PDE2A or PDE4 inhibition reinforces

dopamine action.

K E YWORD S

biosensing techniques, cAMP, cAMP-dependent protein kinase, dopamine,
phosphodiesterases, striatum

1 | INTRODUCTION

Dopamine neurotransmission in the striatum is involved in reward-

mediated learning and action selection (Cerovic et al., 2013; Klaus

et al., 2019; Kreitzer & Malenka, 2008; Surmeier et al., 2007). Stimuli

predicting a reward trigger the phasic release of dopamine and the

timely integration of transient dopamine signal is an important deter-

minant of its action (Day et al., 2007; Gonon, 1997; Schultz

et al., 1997). Dopamine signals are integrated via the cAMP/PKA

signalling pathway and cyclic-nucleotide-specific phosphodiesterases

(PDEs), which degrade cAMP, are therefore expected to play an

important role. Thus, the transient activation of D1 receptors triggers

an increase in cAMP production, which is terminated by PDE activi-

ties. Symmetrically, activation of D2 receptors shuts off adenylyl

cyclase activity and PDE activities are required to degrade cAMP.

The main target of cAMP in striatal neurones is PKA. The proper

transduction of a dopamine signal therefore requires that, after

adenylyl cyclase is switched off, cAMP level should be lowered in a

Abbreviations: MSN, medium-sized spiny neuron; TP-10, 2-({4-[4-pyridin-4-yl-1-(2,2,2-trifluoroethyl)-1H-pyrazol-3-yl] phenoxy}methyl)quinolone].
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concentration range where PKA shows little or no activity. Striatal

neurones mainly express PKA regulatory subunits of type IIβ (Cadd &

McKnight, 1989), which is activated by cAMP in a 0.1- to 1-μM

concentration range (Dostmann & Taylor, 1991). As highlighted by

previous theoretical work (Neves-Zaph, 2017), PDEs with specific Km,

Vmax, expression level and subcellular localisation are therefore

expected to play different functional roles in the integration of dopa-

mine signals. In this context, we wanted to determine whether the dif-

ferent PDEs expressed in the striatum contributed differently to the

integration of dopamine signals.

In situ hybridisation and qPCR in the dorsal striatum reported a

particularly robust mRNA expression of the Pde1b, Pde2a, Pde7b and

Pde10a genes and a more marginal expression of Pde4b and Pde8b

(Kelly et al., 2014; Lakics et al., 2010). Pde7b mRNA is highly

expressed, but the presence of PDE7B protein has not been reported

in the striatum so far. The PDE1B protein is highly expressed in MSNs

(Polli & Kincaid, 1994; Yan et al., 1994). PDE1B has a Km of 33 μM

for cAMP (Poppe et al., 2008). Our previous work showed that, in D1

MSNs, PDE1 efficiently degrades high cAMP levels in the context of

dopamine and NMDA coincidence (Betolngar et al., 2019). This work

also demonstrated the lack of PDE1B activity in MSNs under our

experimental conditions unless ionotropic glutamate receptors were

activated. In the present work, intracellular calcium was not increased

with glutamate and action potentials were blocked with tetrodotoxin

and therefore PDE1B did not contribute to the effects we

analysed here.

High levels of PDE2A protein have been reported in the striatum

(Stephenson et al., 2009, 2012). Its activity is potentiated up to

40-fold by cGMP binding to its “cGMP-specific phosphodiesterases,

adenylyl cyclases and FhlA type B domain” (GAF-B domain; Jäger

et al., 2010; Martinez et al., 2002; Martins et al., 1982). PDE2A can

thus mediate a cross-talk between the cGMP and cAMP pathways, as

demonstrated in a previous study (Polito et al., 2013). PDE2A has a

Km estimated in a 46- to 112-μM range (Poppe et al., 2008; Sudo

et al., 2000), suggesting that PDE2A mainly regulates high cAMP

levels.

The A, B and D isoforms of PDE4 are also expressed in MSNs

(Cherry & Davis, 1999; Nishi et al., 2008; Nishi & Snyder, 2010;

Pérez-Torres et al., 2000). PDE4B is the main isoform expressed in

the striatum, with higher expression in D2 MSNs than in D1 MSNs

(Nishi et al., 2008; Nishi & Snyder, 2010). The PDE4 family degrades

cAMP with a Km estimated in a 2.5- to 5.5-μM range (Bender &

Beavo, 2006; Poppe et al., 2008; Sudo et al., 2000), higher than the

range of cAMP concentration that is sufficient to activate PKA.

The PDE10A protein is present at very high levels and almost

exclusively in MSNs (Seeger et al., 2003; Coskran et al., 2006; Lakics

et al., 2010), suggesting an important functional role. In contrast to

PDE2A and PDE4, PDE10A has a much lower Km for cAMP, in a

range of 0.05–0.25 μM (Poppe et al., 2008; Wang et al., 2007). This

suggests a major action of PDE10A on low cAMP levels. Previous

studies showed differences between D1 and D2 MSNs in their respon-

siveness to partial PDE10A inhibition, both in vivo and in brain slices

(Polito et al., 2015; Threlfell et al., 2009). This D2/D1 imbalance was

consistent with PDE10A inhibitors mimicking the D2 antagonistic

action of antipsychotic agents. PDE10A inhibition has therefore been

largely studied as a therapeutic strategy for the treatment of schizo-

phrenia or Huntington's disease (Chappie et al., 2009; Harada

et al., 2020; Kehler et al., 2007; Kehler & Nielsen, 2011; Menniti

et al., 2007, 2020; Schülke & Brandon, 2017). While clinical results

did not confirm these expectations, a better understanding of

PDE10A involvement in dopamine action may eventually reveal the

cellular underpinnings of schizophrenia (Menniti et al., 2020).

In this work, we wanted to delineate the respective functional

roles played by PDE2A, PDE4 and PDE10A in the integration of dopa-

mine signals. We used pharmacological inhibitors to selectively block

these PDEs, while monitoring the cAMP or PKA responses to dopa-

mine with real-time measurement with FRET biosensors. Our data

reveal that PDE10A inhibition exerts diametrically opposed effects to

those produced by the inhibition of the other phosphodiesterases.

2 | METHODS

2.1 | Biosensor imaging in brain slice preparations

The mouse litters (male and female C57BL/6J pups; Janvier labs) were

housed in open cages under standardised conditions with a 12-hr light/

dark cycle, stable temperature (22 ± 1�C), controlled humidity (55

± 10%) and food and water ad libitum. Animal care was performed in

accordance with the Sorbonne University animal care committee

regulations that complies with the commonly accepted “3Rs.” Animal

studies are also reported in compliance with the ARRIVE guidelines

(Percie du Sert et al., 2020) and with the recommendations made by

the British Journal of Pharmacology (Lilley et al., 2020). Brain slices were

prepared from mice aged from 7 to 11 days. Mice were decapitated,

What is already known
• Dopamine acts through the cAMP/PKA signalling path-

way, which requires the activity of phosphodiesterases.

• Several phosphodiesterases are expressed in striatal

medium-sized spiny neurones, with different enzymatic

properties.

What does this study add
• Inhibition of PDE10A blunts dopamine action.

• Inhibition of PDE2A or PDE4 reinforces dopamine action.

What is the clinical significance
• Mechanistic understanding of dopamine–phosphodies-

terase interplay may help design novel therapeutic strat-

egies for schizophrenia.

4874 MOTA ET AL.
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and the brain quickly removed and immersed in ice-cold solution of the

following composition: 125-mM NaCl, 0.4-mM CaCl2, 1-mM MgCl2,

1.25-mM NaH2PO4, 26-mM NaHCO3, 20-mM glucose, 2.5-mM KCl,

5-mM sodium pyruvate, and 1-mM kynurenic acid, saturated with 5%

CO2 and 95% O2. Coronal striatal brain slices were cut with a VT1200S

microtome (Leica). The slices were incubated in this solution for 30 min

and then placed on a Millicell-CM membrane (Millipore) in culture

medium (50% Minimum Essential Medium, 50% Hanks' Balanced Salt

Solution, 5.5 g�L�1 glucose, penicillin–streptomycin, Invitrogen). The

cAMP biosensor Epac-SH150 (Polito et al., 2013) or AKAR4 reporter of

PKA/phosphatase equilibrium (Depry et al., 2011) were expressed using

the Sindbis virus as vector (Ehrengruber et al., 1999): The viral vector

was added on the brain slices (�5 � 105 particles per slice) and the

infected slices were incubated overnight at 35�C under an atmosphere

containing 5% CO2. Before the experiment, slices were incubated for

30 min in the recording solution (125-mM NaCl, 2-mM CaCl2, 1-mM

MgCl2, 1.25-mM NaH2PO4, 26-mM NaHCO3, 20-mM glucose, 2.5-mM

KCl, and 5-mM sodium pyruvate saturated with 5% CO2 and 95% O2).

Recordings were performed with a continuous perfusion of the same

solution at 32�C.

Imaging was performed in the dorso-medial part of the striatum.

Wide-field images were obtained with an Olympus BX50WI or

BX51WI upright microscope with a 40� 0.8 numerical aperture

water-immersion objective and an ORCA-AG camera (Hamamatsu).

Images were acquired with iVision (Biovision, Exton, PA, USA). The

excitation and dichroic filters were D436/20 and 455dcxt. Signals

were acquired by alternating the emission filters, HQ480/40 for

donor emission, and D535/40 for acceptor emission, with a filter

wheel (Sutter Instruments, Novato, CA, USA). Filters were obtained

from Chroma Technology and Semrock.

Photo-release of dopamine from the “caged” precursor NPEC-DA

was performed using high power 360-nm light-emitting diodes

mounted on the epifluorescence port of the microscope, providing

14 mW at the exit of the microscope objective (0.5-s flash duration) or

7.5 mW (1-s flash duration). The combination of light-emitting diodes

at 360 nm (for uncaging) and 420 nm (off-peak light source for 436-nm

excitation filter for biosensor imaging) was purchased from Mightex

(Toronto, Canada). The frequency of data acquisition, usually 1 image

pair every 30 or 60 s, was increased to 0.2 Hz in order to resolve peak

dynamics, starting 10 data points before dopamine uncaging.

2.2 | Image analysis

Images were analysed with custom routines written in the IGOR Pro

environment (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA). No correction

for bleed-through or direct excitation of the acceptor was applied to

keep the benefit of ratiometric calculation, which cancels various

imaging artefacts. Biosensor activation level was quantified by rati-

ometric imaging: donor fluorescence divided by acceptor fluorescence

for Epac-SH150 and acceptor divided by donor for AKAR4. The emis-

sion ratio was calculated for each pixel and displayed in pseudo-colour

images, with the ratio value coded in hue and the fluorescence of the

preparation coded in intensity. Wide-field imaging allowed for

the separation of D1 and D2 MSNs, provided that the infection level

was kept low and no fluorescence overlap between neighbouring neu-

rones was observed. Cells were also excluded from the analysis when

basal ratio was elevated, when the response to forskolin was lacking

or when the neuronal morphology was altered (uneven cell contours).

Rare cholinergic interneurons, recognised by their morphology and

cell body size larger than 13 μm, were excluded from our analysis.

2.3 | Materials

Solutions were prepared from powders purchased from Sigma–Aldrich

(St Quentin-Fallavier, Isère, France). Tetrodotoxin was from Latoxan

(Valence, France). BAY607550 and TP-10 were obtained from

CliniSciences (Nanterre, France). Other drugs were from Tocris Bio-

Techne (Lille, France).

NPEC-DA, (N)-1-(2-nitrophenyl)ethylcarboxy-3,4-dihydroxyphene-

thylamine, a chemical precursor of dopamine which can be released by

a flash of UV light, was stored at 100-mM concentration in DMSO at

�20�C. A new aliquot was used for every day of experiment, kept at

4�C in the dark. NPEC-DA (3 μM) had no effect by itself on the

cAMP level in D1 and D2 MSNs. After a few minutes to allow for the

diffusion of the compound into the brain slice, a flash of UV light was

applied through the objective to convert all NPEC-DA in the imaging

field of view into free dopamine. Dopamine concentration in the

brain slice then decays exponentially with a time constant of �90 s

(Yapo et al., 2017).

2.4 | Data and statistical analysis

The data and statistical analysis comply with the recommendations on

experimental design and analysis in pharmacology (Curtis et al., 2018).

Statistical tests were performed using Igor Pro. Brain slices were con-

sidered independent. One experiment is defined as one brain slice

being used in a protocol such as that illustrated in Figure 1. Only a sin-

gle experiment was performed on each brain slice. Responses

obtained from all neurones of the same type in one experiment were

averaged together; statistics were calculated per experiment (n); (N)

indicates the total number of neurones per condition; (A) indicates the

number of animals used for preparing all the brain slices used per con-

dition (Tables 1–3). Responses were highly reproducible, such that

low repeat numbers were sufficient. Experiments were repeated five

to seven times to allow for statistical analysis (Curtis et al., 2018). In

Figure 7, TP-10 and BAY607550 rolipram condition was repeated

only four times since it qualitatively confirmed the results with TC-E

5005 and PF-05180999/piclamilast. No outlier was excluded in this

study. The alpha level for statistical significance was fixed at 0.05,

indicated by * in figures and tables. n.s. indicates that the test was not

significant. For some conditions, the Shapiro–Wilk test rejected the

hypothesis of normal data distribution, and therefore, non-parametric

statistics were used throughout this study. The Wilcoxon signed rank
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F IGURE 1 PDE10A activity determines the profile of cAMP responses to dopamine in striatal medium-sized spiny neurons (MSNs). The
Epac-SH150 biosensor was expressed in mice striatal brain slices and imaged with wide-field microscopy. (a) Schematic representation of cAMP
signalling in D1-type and D2-type MSNs. (b) Left: part of the field of view showing the fluorescence at 535 nm (F535). The regions of interest on

individual cells define the area used for measuring the ratio (F480/F535). Right: pseudo-colour images (A–H) of the region indicated by the
rectangle and corresponding to the time points indicated on the graph in (c). (c) Each trace on the graph indicates the emission ratio indicative of
intracellular cAMP concentration measured on the cell body of an individual neurone. Drug application is indicated by horizontal bars. The A2A

receptor agonist CGS 21680 (CGS, 1 μM) increases cAMP level in D2 MSNs. Dopamine released from caged NPEC-DA (3 μM) by a flash of UV
light (DA) triggered transient responses of opposite directions in D1 MSNs (green traces) and D2 MSNs (blue traces). A second dopamine release
was performed in the presence of the PDE10A inhibitor, TC-E 5005 (TC-E, 1 μM). SKF-81297 (SKF, 0.1 μM) increased the ratio in D1 MSNs,
confirming their identity, while the ratio in D2 MSNs decreased with the removal of CGS. Forskolin (fsk, 13 μM) and IBMX (200 μM) maximally
increased cAMP levels for each neurone. (d) Traces normalised between baseline and the maximal response to fsk and IBMX; first (ctl, left) and
second (TC-E, right) responses to dopamine stimulation. Averages for each type of MSNs are represented as black lines
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TABLE 1 Measurements corresponding to Figures 2–4

Numbers Steady state Peak (D1) or trough (D2)

n N A Condition Ratio [cAMP] (μM) Ratio [cAMP] (μM)

Figure 2 D1 6 35 4 Control 0.052 * 0.45 0.452 * 8.49

TC-E 5005 0.443 8.29 0.665 26.46

D2 6 29 4 Control 0.379 * 5.95 0.090 * 0.77

TC-E 5005 0.669 26.95 0.539 13.32

D1 5 15 2 Control 0.034 * 0.33 0.501 * 11.01

TP-10 0.343 4.92 0.741 41.63

D2 5 20 2 Control 0.338 * 4.79 0.012 * 0.20

TP-10 0.636 22.24 0.360 5.38

Figure 3 D1 6 35 5 Control 0.022 n.s. 0.25 0.528 * 12.86

BAY607550 �0.003 0.16 0.752 46.99

D2 5 13 5 Control 0.313 * 4.42 �0.011 n.s. 0.09

BAY607550 0.664 30.03 0.026 0.32

D1 6 42 4 Control 0.025 n.s. 0.28 0.539 * 13.34

rolipram 0.025 0.28 0.631 21.63

D2 5 17 4 Control 0.263 * 3.11 �0.011 n.s. 0.08

rolipram 0.454 8.71 �0.009 0.10

Figure 4 D1 5 20 3 Control 0.016 n.s. 0.23 0.482 * 10.03

BAY607550/rolipram 0.016 0.22 0.806 67.19

D2 5 17 3 Control 0.258 * 3.02 �0.031 * 0.01

BAY607550/rolipram 0.833 85.40 0.040 0.37

D1 5 34 3 Control 0.038 * 0.36 0.414 * 7.10

PF-05180999/piclamilast 0.082 0.70 0.582 16.62

D2 5 15 3 Control 0.250 * 2.85 0.051 * 0.44

PF-05180999/piclamilast 0.786 59.55 0.218 2.33a

Note: Wilcoxon signed rank test was used to test whether the PDE inhibitor increased the ratio level at steady-state, peak for D1 medium-sized spiny

neurons (MSNs) or trough for D2 MSNs.

Abbreviations: A, the number of different animals; n, the number of experiments; N, the total number of cells; n.s., that the difference was not significant;

TP-10, 2-({4-[4-pyridin-4-yl-1-(2,2,2-trifluoroethyl)-1H-pyrazol-3-yl] phenoxy}methyl)quinolone].
aThe Wilcoxon-Mann–Whitney two-sample rank test was used to test whether the PDE inhibitor treatment decreased the ratio level to a lower level with

PF-05180999 and piclamilast than with TC-E 5005.

*A statistically significant difference.

TABLE 2 Measurements corresponding to Figure 6

Numbers Peak or trough

n N A Ratio Q Q Q

D1 Control 7 49 4 0.711 3.902* 2.232 n.s.

TP-10 5 36 3 1.072 1.864 n.s.

BAY607550 /rolipram 7 33 3 0.827

D2 Control 6 30 4 0.466 3.403* 1.251 n.s.

TP-10 5 22 3 0.901 2.331 n.s.

BAY607550 /rolipram 7 29 3 0.620

Note: Kruskal–Wallis followed by Dunn–Holland–Wolfe tests were used to compare the ratio level at peak for D1 medium-sized spiny neurons (MSNs) or

trough for D2 MSNs. The critical Q value was 2.394 for both tests.

Abbreviations: A, the number of different animals; n, the number of experiments; N, the total number of cells; n.s., that the difference was not significant;

TP-10, 2-({4-[4-pyridin-4-yl-1-(2,2,2-trifluoroethyl)-1H-pyrazol-3-yl] phenoxy}methyl)quinolone]

*A statistically significant difference.
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test was used for paired data. The Wilcoxon–Mann–Whitney test was

used to test whether the treatment increased the ratio value for

unpaired data. Kruskal–Wallis followed by Dunn tests was used

for more than two conditions (Figure 6).

2.5 | Estimates of cAMP concentration

Ratiometric imaging can be used to determine absolute analyte con-

centrations, with ratio values following a Hill equation from Rmin, the

ratio in the absence of ligand, to Rmax, the ratio in the presence of

saturating ligand (Grynkiewicz et al., 1985). For Epac-SH150, ratio

values were translated into corresponding cAMP concentration

estimates using a Hill equation with a Kd of 10 μM and a Hill coeffi-

cient of 0.77 (Klarenbeek et al., 2015; Polito et al., 2013). Rmax was

determined for each neuron by the final application of forskolin and

IBMX. The basal ratio was estimated by inhibiting adenylyl cyclases

with 200-μM SQ22536, which decreased the ratio by 0.037 ratio

units to reach the minimal ratio, Rmin. This value was not statistically

different between D1 and D2 MSNs (n = 8, N = 58, A = 7). This basal

ratio value of 0.037, corresponding to �0.15-μM cAMP, was sub-

tracted from baseline ratio when estimating cAMP concentration.

2.6 | Nomenclature of targets and ligands

Key protein targets and ligands in this article are hyperlinked to

corresponding entries in the IUPHAR/BPS Guide to PHARMACOL-

OGY http://www.guidetopharmacology.org and are permanently

archived in the Concise Guide to PHARMACOLOGY 2019/20

(Alexander et al., 2019).

3 | RESULTS

3.1 | Imaging the cAMP/PKA signalling pathway in
striatal brain slices

The striatum comprises �90% of medium-sized spiny neurons (MSNs)

distributed in two subgroups, which express dopamine receptors of

either D1 or D2 type (Bertran-Gonzalez et al., 2010; Valjent

et al., 2009). These two sets of neurones will be hereafter called D1

MSNs and D2 MSNs, respectively. D2 MSNs also express adenosine

A2A receptors, positively coupled to cAMP production (Fink

et al., 1992). A strict segregation of receptors in two separate MSN

populations can be readily imaged with wide-field microscopy in

mouse striatal brain slices expressing genetically encoded biosensors

for the cAMP/PKA signalling pathway (Betolngar et al., 2019; Yapo

et al., 2017). Ratiometric quantification provides real-time monitoring

of changes in cAMP/PKA signalling in several MSNs at the same time

during the application of drugs in the microscope chamber. The iden-

tity of D1 and D2 MSNs in the field of view can be unambiguously

revealed by its positive biosensor response to receptor activation:-

SKF-81297 (SKF, 100 nM), a D1-receptor selective agonist, and CGS

21680 (CGS, 1 μM), an A2A agonist, respectively (Figure 1a). At the

end of every experiment, the adenylyl cyclases activator forskolin

(fsk, 13 μM) together with the non-selective PDE inhibitor IBMX

(200 μM) is applied to reach the saturating ratio value, (Rmax) for the

biosensor. For each neuron, the ratio trace is normalised between

the basal ratio, measured before the application of CGS 21680, and

Rmax (Figure 1d), and expressed as dimensionless “normalised ratio.”
Male and female mice pups were used in this study, and no difference

related to sex was observed.

3.2 | PDE10A degrades low and high cAMP levels

First, we used the Epac-SH150 biosensor (Polito et al., 2013) to

image the cAMP response to transient dopamine stimulation and

analyse PDE10A action on dopamine response (Figure 1b–d). Since

dopamine D2 receptors are negatively coupled to cAMP production

and since the basal level of cAMP is low (see estimate of baseline

cAMP level in Section 2.5), intracellular cAMP production was first

increased selectively in D2 MSNs by applying the adenosine A2A

receptor agonist CGS 21680 (Figure 1b A,B and Figure 1c, blue

traces on the graph). This mimics the adenosine tone in the stria-

tum. All stimulations with CGS 21680 in this study were performed

in the presence of the adenosine A1 receptor antagonist PSB36

(PSB, 100 nM). The sodium channel blocker tetrodotoxin (200 nM)

was applied throughout the experiment to prevent the generation

TABLE 3 Measurements
corresponding to Figure 7

Numbers St. state

n N A Ratio [cAMP] (μM)

cAMP D2 TC-E 5005 5 19 3 0.381 * 6.00

PF-05180999/piclamilast 5 16 3 0.049 0.44

PKA D2 TC-E 5005 5 19 4 0.887 *

PF-05180999/piclamilast 5 18 3 0.163

TP-10 4 9 6 0.845

BAY607550/rolipram 4 8 2 0.133

Abbreviations: A, the number of different animals; n, the number of experiments; N, the total number of

cells.

*A statistically significant difference.
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of spontaneous action potentials, thus preventing the activation of

PDE1B. Once a steady-state cAMP level was reached in D2 MSNs,

a flash of UV light was applied to the field of view to release dopa-

mine (3 μM) from the “caged” precursor NPEC-DA (see details in

Section 2). This brief dopamine stimulation transiently decreased

cAMP level in D2 MSNs (Figure 1b B,C and Figure 1c, blue traces),

while it simultaneously increased cAMP in D1 MSNs (Figure 1b B,C

and Figure 1c, green traces). These opposite changes in cAMP con-

centration in D1 and D2 MSNs with this uncaging protocol have

already been described and were shown to be repeatable in the

same neurones with the same amplitude and kinetics (Betolngar

et al., 2019; Yapo et al., 2017).

To test the functional role of PDE10A on dopamine-induced

changes in cAMP levels, a second trial with caged dopamine was per-

formed in the presence of a PDE10A inhibitor. We used TC-E 5005

(TC-E, 1 μM) applied in the bath a few minutes before and maintained

during and after the release of dopamine (Figure 1b E–G and

Figure 1c). Application of TC-E 5005 alone significantly increased the

ratio level in D1 MSNs. In D2 MSNs, TC-E 5005 potentiated the cAMP

response to CGS 21680. On this steady-state cAMP level, the second

episode of dopamine uncaging induced a transient cAMP increase in

D1 MSNs and a small transient decrease in cAMP in D2 MSNs

(Figure 1b E–G). Traces from MSNs of the same type were averaged

and that average normalised between baseline and Rmax (Figure 1d).

Time 0 was set at the time of dopamine uncaging.

The same experiment was performed six times (n = 6), and the

average traces from each experiment were averaged and displayed in

Figure 2a (green for D1, blue for D2 MSNs). The steady-state level

measured before dopamine uncaging at time 0 and the peak response

to dopamine, were plotted with connecting lines to show for each

experiment the ratio change resulting from TC-E 5005 treatment.

Normalised ratio values can be converted to an estimated cAMP

F IGURE 2 PDE10A activity is required to lower cAMP levels to baseline in D1 and D2 medium-sized spiny neurons (MSNs). Same protocol as
in Figure 1. PDE10A was inhibited either with (a) TC-E 5005 (TC-E; 1 μM, N = 6) or with (b) TP-10 (1 μM, N = 5). Traces show the average ratio
response to dopamine in D1 and D2 MSNs, without (ctl, dashed line) or with PDE10A inhibitor (plain line). Shading indicates 95% confidence
interval. Plots show the average of the steady-state ratio level before dopamine uncaging (st. state) and the peak (D1) or trough (D2) amplitude of
dopamine responses alone (ctl, control) or in the presence of TC-E or TP-10. The average of the different repeats is represented with a square
symbol. The axis on the right of the plot indicates the cAMP concentration estimated from the ratio level. * indicates a statistically significant
difference

MOTA ET AL. 4879

 14765381, 2021, 24, D
ow

nloaded from
 https://bpspubs.onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1111/bph.15664 by Sorbonne U

niversité, W
iley O

nline L
ibrary on [08/03/2023]. See the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense

https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/LigandDisplayForward?ligandId=11625


concentration (see Section 2.5), indicated by a scale on the right of

the graph. Numerical values are indicated in Table 1.

In D1 MSNs, the steady-state level before dopamine uncaging

(Figure 2a, “st. state”) was increased by TC-E 5005 treatment, with

corresponding cAMP concentration rising from �0.5 to �10 μM. TC-

E 5005 also increased the peak response to dopamine uncaging, from

�10 to �30 μM.

In D2 MSNs, the application of TC-E 5005 increased the steady-

state ratio level elicited by A2A receptor activation from �6 to

�30 μM. The trough in cAMP level induced by dopamine uncaging

was reaching �0.7 μM in control conditions, while in the presence of

TC-E 5005 that level was reduced only to more than 10 μM, far from

reaching the baseline. We also tested the effect of TP-10 (1 μM),

another potent and highly selective PDE10A inhibitor closely related

to mardepodect (Schmidt et al., 2008) and obtained similar results

(Figure 2b and Table 1).

These experiments show that PDE10A is an important regulator

of basal cAMP level in D1 MSNs, as well as in the regulation of peak

cAMP level during a positive cAMP response to dopamine. In D2

MSNs, PDE10A participates in the regulation of the steady-state level

reached upon A2A receptor activation. PDE10A activity also appears

required to decrease cAMP concentration toward baseline level upon

D2 receptor activation, with cAMP levels remaining above 5 μM if

PDE10A is inhibited.

3.3 | PDE2A and PDE4 contribution

We then evaluated the contribution of PDE2A using the same

protocol as in Figure 1, except that, instead of inhibiting PDE10A, we

selectively inhibited PDE2A with BAY607550 (BAY, 200 nM,

Figure 3a). In contrast to PDE10A inhibition, application of

BAY607550 had no effect on basal ratio in D1 MSNs. However, it

increased the amplitude of the cAMP response to transient dopamine

(Figure 3c and Table 1).

In D2 MSNs, the application of BAY607550 on top of the steady-

state A2A response increased the ratio. In contrast to PDE10A inhibi-

tion, dopamine uncaging in the presence of BAY607550 decreased

cAMP level down to baseline (Figure 3a,c): The minimal ratio level

after dopamine release in the presence of BAY607550 was not differ-

ent from control condition.

To evaluate the contribution of PDE4, the same experiment was

repeated using a selective PDE4 inhibitor, rolipram (1 μM). The effect

of rolipram was similar to that of BAY607550 (Figure 3b,d).

These experiments show that PDE2A and PDE4 are both

active in the regulation of the peak cAMP response to dopamine

in D1 MSNs. These PDEs also contribute to the moderation of the

steady-state cAMP response to A2A receptor stimulation in D2

MSNs. However, when either PDE is blocked, D2 receptor

activation still leads to a decrease of cAMP concentration down to

baseline level.

Previous work in cardiomyocytes showed that different phospho-

diesterases can act in synergy to regulate cAMP signals (Mika

et al., 2019) and PDE2A-PDE4 synergy has been observed in memory

processes (Paes et al., 2021). To test for the coincident activity of

PDE2A and PDE4, both activities were blocked with PDE2A and

PDE4 inhibitors (Figure 4). To rule out any unspecific drug effects, the

same protocol was tested with either BAY607550 and rolipram, or

with the PDE2A inhibitor PF-05180999 (PF, 1 μM) and PDE4

inhibitor piclamilast (picla, 1 μM).

Inhibition of both PDE2A and PDE4 with BAY607550 and

rolipram had no effect on baseline cAMP level in D1 MSNs

(Figure 4a,b, green traces), while PF-051809999 and piclamilast

induced a significant, but small, cAMP increase (�0.7 μM,

Figure 4c). As expected from the potentiation of the D1 response

obtained when either PDE was inhibited, the dopamine peak in D1

MSNs was significantly larger when both PDE2A and PDE4 activi-

ties were blocked.

Simultaneous inhibition of PDE2A and PDE4 also potentiated

the cAMP response to A2A receptor stimulation in D2 MSNs

(Figure 4a,b, blue traces). When PDE2A and PDE4 were simulta-

neous inhibited, D2 receptor activation still led to a marked

decrease in cAMP concentration. With BAY607550 and rolipram, or

PF-05180999 and piclamilast, D2 receptor activation decreased

cAMP level markedly, to a level that although higher than baseline,

remained below �3 μM.

These experiments show that PDE2A and PDE4 act synergisti-

cally: their individual activities have moderate consequences on the

profile of dopamine responses in D1 and D2 MSNs, but they jointly

regulate high cAMP levels in D1 and D2 MSNs.

3.4 | Integration at the PKA-dependent
phosphorylation level

PDE2A and PDE4 thus appear to regulate high cAMP levels

reached in D1 MSNs after transient stimulation with dopamine, as

well as high cAMP steady-state levels induced by A2A adenosine

receptor in D2 MSNs. However, if PDE10A is inhibited, PDE2A

and PDE4 activities are not sufficient to lower cAMP concentration

below a �5-μM range. cAMP degradation by PDE10A activity

therefore appears critical to allow for PKA de-activation and this

hypothesis was tested using a PKA-specific biosensor. We moni-

tored the phosphorylation level of PKA substrates using the

AKAR4 biosensor, an improved biosensor for monitoring the

equilibrium between PKA and phosphatases activities (Depry

et al., 2011). PKA activity was first increased in D2 MSNs using

CGS 21680 in the presence of PSB36 (Figure 5a A,B), increasing

the ratio to the maximal level. Dopamine uncaging (NPEC-DA,

3 μM) produced a transient ratio increase in the D1 MSNs while

D2 MSNs displayed a transient ratio decrease (Figure 5). These

measurements are consistent with our previous results obtained

with the AKAR3 biosensor (Yapo et al., 2017).

To test for the functional role of PDE10A, PDE2A and PDE4 at

the level of PKA-dependent phosphorylation level, the same experi-

ment was performed in the presence of TP-10 (Figure 6a) or
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BAY607550 and rolipram (Figure 6b). This protocol consistently

showed that PDE10A inhibition with TP-10 profoundly altered the

responsiveness to transient dopamine (Figure 6c,d, red traces and

Table 2). Upon TP-10 treatment, D1 MSNs started off from a high

ratio level that was not increased by dopamine nor forskolin and

IBMX. In this condition, transient dopamine signal was not transduced

F IGURE 3 Although PDE2A or PDE4 activities regulate high cAMP levels, they are not required to lower cAMP levels to baseline. Same
experiment as in Figure 1, except that PDE2A or PDE4 were inhibited either with (a) BAY607550 (BAY, 200 nM) or with (b) rolipram (roli,
100 nM), respectively. (c) and (d) represent the average of repeats of the same experiments. Statistical tests that showed no difference are
indicated with n.s.
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F IGURE 4 When both PDE2A and PDE4 are inhibited, cAMP can still be degraded to low levels. (a) Same experiment as in Figure 1, except
that PDE2A and PDE4 were concomitantly inhibited with BAY607550 (BAY, 200 nM) and rolipram (roli, 100 nM), respectively. (b) and
(c) represent the average of repeats of the same experiments, with either (b) BAY and roli, or (c) another combination of selective inhibitors of
PDE2A PF-05180999 (PF, 1 μM) and PDE4 piclamilast (picla, 1 μM)
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at the level of PKA-dependent phosphorylation. In D2 MSNs, transient

dopamine induced little reduction in PKA signal. In contrast to TP-10,

the inhibition of PDE2A and PDE4 did not significantly affect the PKA

response to transient dopamine.

Switching-off cAMP production with transient dopamine is too

brief to allow for a large dephosphorylation of PKA targets in D2

MSNs, as shown previously (Yapo et al., 2017) and in Figure 5. There-

fore, we tested with continuous bath application of dopamine which

PDE activity was required to lower cAMP concentration at a level that

would be sufficiently low to deactivates PKA. As with the previous

protocol, the adenosine tone was mimicked with the A2A agonist, CGS

21680.

Using the cAMP biosensor Epac-SH150 and in the presence of

TC-E 5005, continuous dopamine application lowered cAMP to

�6 μM in D2 MSNs (Figure 7a,e, and Table 3). In contrast, when

PDE2A and PDE4 were inhibited with PF-05180999 and piclamilast,

dopamine decreased cAMP concentration to a significantly lower

level, close to baseline (Figure 7c,e, and Table 3).

The same protocol was performed using AKAR4 to monitor PKA-

dependent phosphorylation level. CGS 21680 application led to a high

steady-state PKA-dependent phosphorylation level in D2 MSNs.

Application of the PDE10A inhibitor TC-E 5005 increased PKA-

dependent phosphorylation to the maximal ratio level in both D1 and

D2 MSNs. In D2 MSNs, continuous dopamine produced a moderate

decrease that progressively returned to the maximal level (Figure 7b,f,

blue traces). The profile of PKA-dependent phosphorylation was radi-

cally different with the inhibition of both PDE2A and PDE4

(PF-05180999 and piclamilast, respectively). Sustained application of

dopamine (3 μM) efficiently suppressed PKA-dependent phosphoryla-

tion level in D2 MSNs (Figure 7d,f, blue traces). The same protocol

was repeated with the other inhibitors, TP-10 and BAY607550

rolipram, showing similar preliminary results (Figure 7f).

F IGURE 5 Transient dopamine induces opposite responses at the level of PKA-dependent phosphorylation in D1 and D2 medium-sized spiny
neurons (MSNs). The AKAR4 biosensor was expressed in mice striatal brain slices and imaged with wide-field microscopy. (a, left) Selected D1 and
D2 MSNs on the field showing the fluorescence at the acceptor wavelength (F535), displayed in grey. The regions of interest around each MSN
define the area used for measuring the ratio (F535/F480), indicative of PKA-dependent phosphorylation level. Pseudo-colour images (A–E) of the
selected region correspond to the time points indicated on the graph in (b). (b) Each trace on the graph indicates the variations in the emission
ratio measured on the cell body of an individual neuron. Drug application is indicated by horizontal bars. The A2A receptor agonist CGS 21680
(CGS, 1 μM) was applied to selectively activate PKA signalling in D2 cells. Dopamine (DA) release from caged NPEC-DA (3 μM) by a flash of UV
light triggered a transient response in D1 MSNs and a trough in the D2 MSNs. The final application of forskolin (fsk, 13 μM) and IBMX (200 μM)
revealed the saturating ratio level of the biosensor for each neurone. Green and blue traces indicate, respectively, the ratio variations in the D1 or
D2 MSNs represented in (a). (c) The traces of the individual cells in the field were normalised with respect to their maximal response to fsk and
IBMX. The averages of D1 and D2 ratio traces are represented as a black line
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This experiment demonstrates that dopamine, via D2 receptors,

leads to the deactivation of PKA and the dephosphorylation of the

kinase substrates. This effect of dopamine requires PDE10A activity,

whereas PDE2A and PDE4 action appears incidental.

4 | DISCUSSION

4.1 | PDE specificity on different cAMP levels

Our study reveals the specific action of PDE2A, PDE4 and PDE10A in

the regulation of the cAMP/PKA signalling cascade in both D1 and D2

MSNs. Our results are quite consistent with the idea that different

PDEs exhibit distinctive enzymatic properties endowing them with a

specific functional role in striatal neurones (Neves-Zaph, 2017). In this

review, the author highlighted that PDE2A, which exhibits a Km of

several tens of micromolar, should mainly degrade the highest cAMP

levels. Indeed, our experiments show that PDE2A inhibition increases

the peak amplitude of cAMP responses to dopamine in D1 MSNs, as

well as the A2A-induced steady-state cAMP level in D2 MSNs. Both

levels are higher than 10-μM cAMP concentration. PDE2A however is

not involved in the regulation of basal (i.e. unstimulated) cAMP since

its inhibition did not affect basal cAMP level in MSNs of both types

(Polito et al., 2013), whereas PDE10A inhibition did, as shown here

and in our previous work (Polito et al., 2015). Our work also shows

that PDE4 is functional in both D1 and D2 MSNs since its

inhibition increases the cAMP responses to D1 or A2A receptor stimu-

lation. However, like PDE2A, PDE4 do not play a significant role in

the regulation of basal cAMP. With a Km of a few micromolar, PDE4

thus regulates moderate to high cAMP levels, as suggested by com-

puter simulations (Neves-Zaph, 2017). Concomitant inhibition of both

PDE2A and PDE4 essentially exacerbated the effect of the inhibition

of either one. It had no or minimal effect on basal cAMP level in D1

MSNs, but it increased the amplitude and duration of the transient

F IGURE 6 PDE10A activity is required to transduce transient dopamine at the level of PKA-dependent phosphorylation in D1 and D2

medium-sized spiny neurons (MSNs). Same experiment as in Figure 5, except that dopamine (DA) was released either in the presence of the
PDE10A inhibitor TP-10 (1 μM, a) or in the simultaneous presence of PDE2A inhibitor BAY607550 (BAY, 200 nM) and PDE4 inhibitor rolipram
(roli, 1 μM) (b). Plots show the average of the amplitude of peak in D1 (c) and trough in D2 (d) MSNs, in control condition (Ctl), in the presence of
TP-10, or BAY and roli. * indicates a statistically significant difference; n.s. stands for not significantly different
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cAMP response to D1 stimulation and potentiated the cAMP response

to A2A receptor activation in D2 MSNs. In contrast to PDE2A and

PDE4, PDE10A has a submicromolar Km for cAMP and is thus

expected to mainly regulate the lowest cAMP levels. Indeed, we

already reported that partial PDE10A inhibition in the absence of any

stimulation increased cAMP from submicromolar to micromolar

F IGURE 7 PDE10A activity is required to allow for cAMP decrease and PKA deactivation in D2 medium-sized spiny neurons (MSNs) during
sustained dopamine stimulus. Epac-SH150 (a, c) or AKAR4 (b, d) biosensors were used to monitor respectively cAMP or PKA-dependent
phosphorylation changes, measured on the cell body of individual neurones. Dopamine (DA, 3 μM) was applied in the bath in the presence of the
PDE10A inhibitors TC-E 5005 (TC-E; a, b) or in the presence of PDE2A and PDE4 inhibitors PF-05180999 (PF, 1 μM) and piclamilast (picla, 1 μM).
(e) shows the average reduction in cAMP level upon PDE10A inhibition (TC-E) or PDE2A and PDE4 inhibition (PF picla). (f) shows the reduction in
PKA-dependent phosphorylation level in the same condition, as well as with the other inhibitors TP-10 or BAY607550 (BAY) and rolipram (roli)
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concentration, consistent with PDE10A regulating tonic cAMP pro-

duction by adenylyl cyclases at submicromolar concentration level

(Polito et al., 2015).

Surprisingly, our data show that PDE10A is also involved in the

degradation of high cAMP levels since its inhibition largely prolongs

dopamine D1 responses and increases A2A-induced cAMP plateau in D2

MSNs. Enzymes with low Km values would be generally expected to

fine-tune low concentration and be saturated—and of little functional

role—when the substrate concentration is high. This is true unless Vmax

is high and/or the enzyme is present at high concentration. Indeed,

PDE10A is expressed at very high levels and at all ages in MSNs

(Seeger et al., 2003; Grauer et al., 2009; Lakics et al., 2010; Kelly

et al., 2014). This also comes in good agreement with previous bio-

chemical studies which showed that PDE10A accounted for the vast

majority of cAMP hydrolysing activity in striatal extracts (Russwurm

et al., 2015). By working on both low and high cAMP levels, PDE10A

thus appears to play a predominant functional role in MSNs.

However, one should keep in mind that our measurements were

performed in new born mice, and PDE expression levels change

through mouse and human lifespan (Farmer et al., 2020; Hegde

et al., 2016; Kelly et al., 2014). Since PDE10A remains the dominant

form of PDE in the adult striatum, it is quite plausible that its key

signalling function is maintained in adulthood.

4.2 | Signal integration at the level of PKA-
dependent phosphorylation

PKA, the primary target of cAMP in MSNs, is activated by sub-

micromolar cAMP levels (Dostmann & Taylor, 1991). PDE10A is the

only PDE expressed in MSNs working on submicromolar cAMP levels

and our data confirm that its activity is required for proper integration

of cAMP signals at the PKA level. In D1 MSNs, transient dopamine

triggers a transient increase in PKA-dependent phosphorylation level

and such transient signals are essentially abolished when PDE10A is

inhibited: Baseline cAMP level increases above PKA activation thresh-

old, and any further stimulation of cAMP production, for example,

through D1 receptors, has no significant effect on a continuously ele-

vated PKA signal. This effect is expected to be strongly potentiated

by “dopamine- and cAMP-regulated neuronal phosphoprotein” (DARPP-

32). Phosphorylation of the T34 residue in DARPP-32 by PKA leads

to the inhibition of phosphatase 1, thus forming a positive feed-

forward control loop (Girault & Greengard, 2004). Such mechanism

promotes an all-or-none responsiveness in D1 MSNs, as has been

described in the nucleus of MSNs (Yapo et al., 2018). This locks D1

MSNs in a highly phosphorylated state, likely associated with elevated

activity in the direct pathway.

D2 MSNs are intrinsically not geared to respond to transient

dopamine signals, since it takes time to transduce the D2-induced

decrease in cAMP into a dephosphorylation of PKA substrates. This

has been reported previously (Yapo et al., 2017) and illustrated here in

Figure 5. Modelling analysis suggested that D2 MSNs might detect a

transient absence of dopamine, in a context of tonic A2A receptor

stimulation (Yapo et al., 2017). This mechanism requires that tonic

dopamine maintains a low PKA-dependent phosphorylation level even

in the presence of adenosine tone. Figure 7 shows that this cannot

be obtained if PDE10A is inhibited. cAMP cannot be maintained

below micromolar level and PKA-dependent phosphorylation level

remains high.

Besides PDE10A activity, which appears as the centrepiece of

PKA signalling in MSNs, PDE2A and PDE4 display ancillary effects

that may nonetheless bear important functional significance. First,

PDE2A and PDE4 affect the amplitude of cAMP peaks in D1 MSNs.

It was previously shown that PDE1B also regulates the peak cAMP

response to dopamine, an effect that translated into changes in syn-

aptic plasticity (Betolngar et al., 2019). Similarly, PDE2A activation

through the NO/cGMP signalling axis has also been reported to

modulate transient PKA responses (Polito et al., 2013). Fine-tuning

of peak PKA responses through PDE2A and PDE4 may therefore be

of importance in the outcome of phasic dopamine signals in the

striatum.

This work also demonstrates that PDE2A and PDE4 regulate

steady-state micromolar cAMP levels. PDE2A or PDE4 inhibition

potentiates the steady-state cAMP/PKA tone induced by adenosine,

while the D2-mediated reduction of cAMP down to baseline is pre-

served. This suggests that PDE2A or PDE4 inhibition would rather

reinforce the response to a dopamine signal in D2 MSNs. Finally,

although this has not been characterised precisely in this work,

PDE2A and PDE4 contribute to cAMP degradation after activation of

D2 receptors and their inhibition slows down the return towards base-

line. PDE2A and PDE4 modulation is therefore expected to induce

changes in the relative timing of signalling events, which is a critical

aspect of striatal function.

4.3 | PDEs as therapeutic targets

As indicated in the introduction, inhibiting PDE10A seemed an

interesting approach by its selectivity for striatal neurones. Our

data show that this strategy exposes to a delicate situation in

which the therapeutic window can be very narrow, between an

expected beneficial effect, such as boosting the activity of D2

MSNs and unwanted side effects which may arise from switching

a variable fraction of D1 MSNs into a highly phosphorylated state.

Indeed, we have reported previously that PKA-dependent phos-

phorylation in D1 MSNs is under a powerful negative control by

phosphatase 1 (Polito et al., 2015). However, this negative control

is suppressed when DARPP-32, phosphorylated by PKA, inhibits

protein phosphatase 1. Such highly non-linear control mechanism

favours all-or-none transitions, an effect observed in the nucleus of

D1 MSNs (Yapo et al., 2018). In these conditions, it can be

expected that, above a certain threshold of PDE10A inhibition,

some neurones may abruptly switch to a high PKA-dependent

phosphorylation state for a prolonged duration. This may underlie

the unwanted side effects observed in patients treated with high
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doses of PDE10A inhibitors, which led to abandoning this approach

in several drug development programs (Baillie et al., 2019; Menniti

et al., 2020). On the other hand, regulating the other PDEs such

as PDE2A and PDE4 may provide a more subtle way to adjust the

cAMP response and therefore tune PKA responses. For example,

behavioural studies indicate that PDE2A inhibitors may be of inter-

est for treating cognitive impairments including those associated

with schizophrenia (Boess et al., 2004; Redrobe et al., 2014, 2015),

while changes in striatal PDE2A expression level were correlated

with psychiatric diseases (Farmer et al., 2020).

In conclusion, we observed that PDE2A, PDE4 and PDE10A play

distinct roles in the regulation of cAMP/PKA responses to dopamine

in D1 and D2 MSNs. We report that PDE10A is required for degrading

low cAMP levels, which is necessary to return PKA substrates to the

de-phosphorylated state: Its inhibition tends to suppress dopamine

action. In contrast, PDE2A and PDE4 only control high cAMP levels

and their inhibition reinforces the effect of dopamine in both D1 and

D2 MSNs.
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 Calcium-activated phosphodiesterase 1 and 

cGMP-inhibited phosphodiesterase 3 modulate cyclic 

nucleotide levels in striatal cholinergic interneurones  

4.3.1 – Contexte de l’étude 

Les ChIN représentent une faible proportion des neurones du striatum, ils n’en sont 

toutefois pas moins importants dans la régulation des fonctions du striatum. Leur 

activité électrique détermine la libération d’ACh. Ils présentent une activité tonique 

responsable d’une faible libération d’ACh dans le striatum. Cette activité est marquée 

par des pauses coïncident avec la libération phasique de dopamine. L’activité électrique 

des ChIN est régulée par plusieurs canaux membranaires, dont les canaux Ih activés par  

l’AMPc, en faveur d’une dépolarisation des ChIN. Dans le striatum, la libération de NO 

favorise également une dépolarisation des ChIN. 

A l’instar des MSNs, les niveaux d’AMPc et de GMPc sont également régulés par les PDE. 

Dans le striatum, l’expression de la PDE1B, PDE2A, PDE3A, PDE4B, PDE7B, PDE8B et 

PDE10A ont été mise en évidence par analyse des messagers. Ces études ont été 

réalisées sur l’ensemble des neurones du striatum. Toutefois, peu d’étude fonctionnelle 

se sont intéressées aux rôles des PDE dans la modulation de la voie AMPc/PKA dans les 

ChIN du striatum.  

Afin de mieux comprendre la dynamique de la voie AMPc/PKA dans les ChIN, nous 

proposons d’utiliser les biosenseurs FRET exprimés génétiquement afin d’étudier le rôle 

fonctionnel des PDE dans la régulation de l’AMPc et du GMPc. Nous avons réalisés ces 

expériences sur tranches de cerveau de souriceau âgés entre 7 et 12 jours. 

4.3.2 – Principaux résultats  

Nos résultats montrent un rôle fonctionnel des PDE3A, PDE4 dans la régulation des 

niveaux d’AMPc et un rôle de la PDE1A dans la régulation des niveaux d’AMPc et de 

GMPc dans les ChIN. 

Nous avons mis en évidence une régulation de la PDE3A par le GMPc. Effectivement, un 

donneur de NO favorise la production de GMPc, qui, par compétition, inhibe l’activité 

de la PDE3A. Ainsi, le NO augmente les niveaux d’AMPc, par l’inhibition de la PDE3A.  

Concernant la PDE1A, son activité est dépendante d’une augmentation de calcium dans 

les ChIN. L’activation des récepteurs NMDA ou mGlu1/5 entraîne une diminution des 

niveaux d’AMPc et de GMPc, médiée par une augmentation de calcium et l’activation 

de la PDE1A. 
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Au cours de ma thèse, j’ai contribué aux résultats concernant le rôle des PDE3A et PDE4 

dans la régulation des niveaux d’AMPc et l’inhibition de la PDE3A par la voie NO/GMPc. 

La conception et la réalisation des expériences concernant le rôle fonctionnel de la 

PDE1A dans la régulation du GMPc et de l’AMPc des ChIN (Figure 5 à 7) ont été réalisées 

par d’autres personnes de l’équipe. 

4.3.3 – Conclusions 

Nos résultats montrent, qu’à l’instar des MSNs, les PDE sont essentielles dans la 

dynamique des seconds messagers dans les ChIN. La PDE1A et PDE3A se trouvent au 

croisement de deux ou trois voies de signalisation. L’activation de la voie calcique 

favorise l’hydrolyse de l’AMPc et du GMPc via l’activation de la PDE1A. Quant à la PDE3, 

son activité est inhibée par le GMPc. Ainsi, l’activation de la voie NO/GMPc favorise une 

augmentation de l’AMPc dans les ChIN. Ce mécanisme est probablement mis en jeu dans 

la dépolarisation des ChIN induite par le NO.  

4.3.4 – Articles 
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Introduction
The striatum primarily comprises Gabaergic spiny neurons (MSN) with a small fraction of 

striatal neurons, represented by cholinergic interneurons (ChIN). ChIN  play a critical role in 
striatal functions (Gonzales & Smith, 2015; Mallet et al., 2019)and are known to fire tonically, 
thus maintaining a cholinergic tone throughout the striatum. This tonic firing is interspersed with 
burst - pause - rebound sequences coincident with phasic dopamine release (Aosaki et al., 2010). 
This pause in acetylcholine release is required to allow for a positive cAMP response to 
dopamine in MSN of D1 type (Nair et al., 2015; Nair et al., 2019) and is thought to provide a 
window to encode cortico-striatal plasticity (Reynolds et al., 2022). ChIN electrical activity 
involves a number of specific membrane conductances, some of which like Ih are under the 
direct control of intracellular cAMP (Kawaguchi, 1992; Bennett et al., 2000; Santoro et al., 
2000). In spite of the functional importance of acetylcholine release pattern in the striatum, how 
neuromodulatory inputs control ChIN excitability through the cAMP signaling pathways remains 
little understood. 

cAMP is a highly dynamic intracellular second messenger, whose concentration is 
determined by its production by adenylyl cyclases and degradation by phosphodiesterases 
(PDEs). While the PDE family is quite wide and diverse (Keravis & Lugnier, 2012), each cell 
type typically expresses a subset of PDEs thus determining the integrative properties of the 
neuronal type. For example, MSNs express a high level of PDE10A, which regulates basal 
cAMP level and is required to maintain a contrasted cAMP signal, while PDE1B, PDE2A and 
PDE4 appear as modulators of peak cAMP levels (Betolngar et al., 2019; Mota et al., 2021a). In 
contrast, ChINs express no PDE10A (Xie et al., 2006; Sano et al., 2008) but could express 
PDE3A, as indicated by punctate labeling in in-situ hybridization (Reinhardt & Bondy, 1996). 
ChIN also express PDE1A (Polli & Kincaid, 1994), a pattern of expression consistent with 
single-cell transcriptomics data (Saunders et al., 2018). 

The PDE3 family is characterized by a sub-micromolar Km for cAMP and a low Vmax for 
cGMP such that cGMP actually behaves as an inhibitor of the enzyme (Shakur et al., 2001). 
Soluble guanylyl cyclase is largely expressed throughout the striatum (Ariano et al., 1982; Ding 
et al., 2004; Matsuoka et al., 1992) suggesting that cGMP might be produced in response to the 
NO released by PLTS interneurons (Tepper et al., 2010). Indeed, the NO/cGMP pathway has 
long been known to play an important role in striatal function, by regulating both excitability and 
synaptic transmission (West & Tseng, 2011). The PDE1 family can degrade both cAMP and 
cGMP, but is active only in the presence of calcium-calmodulin (Bender & Beavo, 2006). This 
calcium-dependent activity can be triggered in MSNs by protocols increasing intracellular 
calcium like the activation of NMDA receptors (Mota et al., 2021a). In addition to AMPA and 
NMDA receptors, ChIN also express group I metabotropic glutamate receptors mGlu1 and 
mGlu5 (Tallaksen-Greene et al., 1998; Mitrano & Smith, 2007; Kerner et al., 1997; Bell et al., 
2002), which are coupled through Gq/G11 to the release of intracellular calcium stores. PDE1 
could thus mediate an inhibitory effect of both ionotropic and metabotropic glutamatergic inputs 
on the amplitude of cAMP responses.

Building on our previous functional study of PDEs with biosensors in the striatum (Mota et 
al., 2021a), we used acute pharmacology to determine which PDEs are functionally present in 
ChIN, and how their activity might be regulated by NO and glutamate.
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Methods

Brain slice preparations

Mice (male and female C57BL/6J; Janvier labs) were handled in accordance with the 
Sorbonne University animal care committee regulations. Brain slices were prepared from mice 
aged from 7 to 11 days. Mice were decapitated and the brain quickly removed and immersed in 
ice-cold solution of the following composition: 125 mM NaCl, 0.4 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 
1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 20 mM glucose, 2.5 mM KCl, 5 mM sodium pyruvate 
and 1 mM kynurenic acid, saturated with 5% CO2 and 95% O2. Coronal striatal brain slices 
were cut with a VT1200S microtome (Leica). The slices were incubated in this solution for 30 
minutes and then placed on a Millicell-CM membrane (Millipore) in culture medium (50% 
Minimum Essential Medium, 50% Hanks’ Balanced Salt Solution, 5.5 g/L glucose, penicillin-
streptomycin, Invitrogen). The cAMP biosensor Epac-SH150 (Polito et al., 2013), cGMP 
biosensor cyGNAL (Betolngar et al., 2019) and calcium biosensor Twitch-2B (Thestrup et al., 
2014) were expressed using the Sindbis virus as vector (Ehrengruber et al., 1999): the viral 
vector was added on the brain slices (~5 x 105 particles per slice), and the infected slices were 
incubated overnight at 35°C under an atmosphere containing 5% CO2. Before the experiment, 
slices were incubated for 30 min in the recording solution (125 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 1 mM 
MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 20 mM glucose, 2.5 mM KCl and 5 mM sodium 
pyruvate saturated with 5% CO2 and 95% O2). Recordings were performed with a continuous 
perfusion of the same solution at 32°C.

Chemicals and drugs

Solutions were prepared from powders purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin-
Fallavier, Isère, France). Tetrodotoxin was from Latoxan (Valence, France). Other compounds 
and drugs were from Tocris Bio-Techne (Lille, France).

Biosensor imaging

Imaging was performed in the dorso-medial part of the striatum. Wide-field images were 
obtained with an Olympus BX50WI or BX51WI upright microscope with a 40x 0.8 numerical 
aperture water-immersion objective and an ORCA-AG camera (Hamamatsu). Images were 
acquired with iVision (Biovision, Exton, PA, USA). The excitation and dichroic filters were 
D436/20 and 455dcxt. Signals were acquired by alternating the emission filters, HQ480/40 for 
donor emission, and D535/40 for acceptor emission, with a filter wheel (Sutter Instruments, 
Novato, CA, USA). Excitation power at the exit of the microscope objective was 400 to 1400 
µW. Photo-release of NMDA from “caged” precursor MNI-NMDA was performed using a high 
power 360 nm light-emitting diodes mounted on the epifluorescence port of the microscope, for 
0.5 s duration with 14 mW power at the exit of the microscope objective. Filters were obtained 
from Chroma Technology and Semrock. LED light sources (420 nm with a 436 nm excitation 
filter and 360 nm) were purchased from Mightex (Toronto, Canada). The frequency of data 
acquisition was usually 1 image pair every 30 or 60 seconds, but was increased to resolve 
transient responses.

Wide-field imaging allowed for the separation of ChINs from MSNs, provided that the 
infection level was kept low and no fluorescence overlap between neighboring neurones was 
observed. In a few cases, cells were excluded when basal ratio was elevated, when the response 
to maximal stimulation was lacking or when the neuronal morphology was altered (uneven cell 
contours). 
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An application of TTX (200 nM) for 5 min preceded drug applications to stop any ongoing 
spontaneous activity; in some cases, this induced a decrease in Twitch-2B ratio, consistent with 
the ChIN exhibiting a tonic firing activity before TTX.

Image analysis

Images were analyzed with a custom software, Ratioscope (Mota et al., 2021b), written in 
the IGOR Pro environment (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) as described previously 
(Polito et al., 2014). No correction for bleed-through or direct excitation of the acceptor was 
applied. Biosensor activation level was quantified by ratiometric imaging: donor fluorescence 
divided by acceptor fluorescence for Epac-SH150 and CyGNAL, and acceptor divided by donor 
for AKAR4 and Twitch-2B. The emission ratio was calculated for each pixel and displayed in 
pseudo-colour images, with the ratio value coded in hue and the fluorescence of the preparation 
coded in intensity. 

Statistical analysis

Statistical tests were performed with the same Ratioscope package,using built-in Igro Pro 
functions. Brain slices were considered independent. One experiment is defined as one brain 
slice being used in a protocol such as that illustrated in Figure 2. Only a single experiment was 
performed on a brain slice. While most experiments were done with a single ChIN, if more than 
one was present (up to 4), their responses were averaged. Statistics were calculated per 
experiment (N); (n) indicates the total number of neurones per condition; (A) indicates the 
number of animals used for preparing all the brain slices used per condition. No outlier was 
excluded in this study. The alpha level for statistical significance was 0.05, indicated by * in 
figures and tables; n.s. indicates that the test showed no significant difference. For some 
conditions, the Shapiro-Wilk test rejected the hypothesis of normal data distribution and 
therefore non-parametric statistics were used throughout this study. The Wilcoxon signed rank 
test was used for paired data. The Wilcoxon-Mann-Whitney test was used to test whether the 
treatment increased the ratio value for unpaired data.

Estimates of biosensor activation level

Ratiometric imaging can be used to determine absolute analyte concentrations, with ratio 
values following a Hill equation from Rmin, the ratio in the absence of ligand, to Rmax, the ratio 
in the presence of saturating ligand (Grynkiewicz et al., 1985). For Epac-SH150, considering the 
low cAMP tone in ChIN (see below), the basal ratio was assumed to be Rmin. Rmax was 
determined for each neuron by the final application of 13 µM forskolin and 200 µM IBMX, 
which is commonly accepted as a condition in which the biosensor is saturated with cAM. An 
axis on the right presents cAMP concentration estimates based on these Rmin and Rmax value, a 
Hill equation with a Kd of 10 µM and a Hill coefficient of 0.77 (Polito et al., 2013; Klarenbeek 
et al., 2015). With the cyGNAL biosensor, baseline ratio was considered equal to Rmin (see 
below); Rmax was determined for each neuron by the final application of 10 µM DEANO and 
200 µM IBMX. For calcium imaging, the Rmax value was difficult to determine since common 
manipulations aiming at maximizing intracellular calcium, such as NMDA, ionomycin or KCl 
applications, triggered ratio increases of inconsistent and unstable value. Calcium measurements 
are therefore presented as raw ratio value. 
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Immunohistochemistry

After biosensor imaging, brain slices were fixed by overnight immersion in a 4% 
paraformaldehyde phosphate buffer (PB, 0.1 M, 4°C, pH 7.4). They were then stored at -20°C in 
a phosphate buffer (PB, 0.1 M) containing 30% (v/v) glycerol and 30% (v/v) ethylene glycol, 
until they were processed for immunofluorescence. Choline acetyltransferase (ChAT) expression 
was detected with a goat polyclonal antibody (1:500; 4°C overnight,  AB144p, Merck) and 
revealed with the secondary antibody Alexa Fluor 647 donkey anti-goat IgG (1:500,  Jackson 
Immunoresearch). Following the incubation of the primary antibodies (4°C, overnight 
incubation), brain sections were rinsed and incubated with the secondary antibody for 2 h  at 
room temperature. Floating slices were rinsed and images were acquired with a wide-field 
microscope.
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Results

Identification of Cholinergic Interneurons in a brain slice

Sparse biosensor expression in brain slices was obtained after overnight incubation with the 
sindbis viral vector as described previously (Polito et al., 2014). ChINs were identified from 
their typical morphology, with a cell body waist diameter of more than 13 µM, an elongated cell 
body, a nucleus of ovoid shape and wide proximal dendrites. At the end of every experiment, a 
vertical image stack was acquired to examine the morphology of the recorded cells in 3 
dimensions. Our identification criteria were confirmed by immunohistochemical labeling of 
Choline Acetyltransferase (ChAT) after the experiment (Figure 1, N=5). In addition, biosensor 
imaging revealed a distinctively slow and moderate cAMP increase in response to forskolin that 
strikingly departed from MSNs' high responsiveness (see below).

Figure 1: ChIN identification in brain slices. Striatal mouse brain slice transduced for the 
expression of the calcium biosensor Twitch-2B. The pseudocolor image displays the biosensor 
emission ratio. The elevated ratio in the ChIN results from its spontaneous activity at the 
beginning of the recording, and is suppressed with TTX. At the end of the recording, the slice was 
fixed and immunostained for Choline Acetyltransferase (ChAT). 3 different focal planes are 
represented in the images in gray levels. From left to right: biosensor fluorescence at 535 nm at 
the end of the biosensor imaging (Biosensor fluorescence) and after slice fixation using PFA 
(Biosensor after fixation) and at ??? nm for ChAT immunoreactivity. The arrow indicates a 
ChIN; the other neurons are putative MSNs.

PDE3 and PDE4 control cAMP levels in ChIN

Our previous work has identified which phosphodiesterases are critical in the regulation of 
cAMP in MSNs (Mota et al., 2021a) and here we used a similar approach combining selective 
pharmacological inhibition with biosensor imaging in ChINs.
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Supplementary  figure  1:  no  relationship  between  biosensor  concentration  and  the 
amplitude of the response to forskolin. Striatal neurons of pup mouse brain slices expressing 
Epac-SH150 biosensor. For each neuron, its fluorescence intensity, used as a proxy for biosensor 
concentration, was measured as follows. A vertical image stack was acquired at the end of each 
experiment. For each region of interest, the plane in the stack where the neuron showed the best 
contrast  was  selected.  Since  the  whole  region  of  interest  encompasses  some background or 
dimmer regions of the cell, the intensity was evaluated over the 20% brightest pixels within the 
region of interest in this plane of the stack. This value is corrected for camera offset, exposure 
duration, excitation power and shading correction, and expressed as counts per pixel per second 
(c/pixel/s). All these experiments started with a bath application of forskolin (13 µM), and for 
each neuron, this steady-state ratio level in fsk is plotted against fluorescence intensity. No trend 
is observed that could reveal a relationship between biosensor concentration and responsiveness 
to fsk.

Stimulation of adenylyl cyclases with forskolin (fsk, 13 µM) induced a slow and moderate 
ratio increase, which reached a steady-state level of 0.19 of maximal response after a few 
minutes (fsk in Figure 2B-D). Addition of the selective PDE3 inhibitor cilostamide (cilo, 10 µM) 
increased the ratio to a higher steady-state level (0.49 of Rmax), indicating that PDE3 
contributes to cAMP degradation. Addition of the selective PDE4 inhibitor piclamilast (picla, 1 
µM) increased the ratio to a higher level that was not further increased by the addition of the 
non-specific phosphodiesterase inhibitor IBMX (200 µM, Figure 2B). This final ratio level is 
assumed to be the saturation level of the biosensor (Rmax). Of note, a MSN that was imaged 
simultaneously reached biosensor saturation with forskolin alone (Figure 2B, green ROI), 
consistent with the particularly high cAMP turn-over in these neurons (Castro et al., 2013). The 
same experiment was repeated with similar results (Figure 2C; fsk: 0.19; fsk+cilo: 0.49; 
fsk+cilo+picla: 1.00; N=11; n=18; A=7). In all experiments, potential ongoing spontaneous 
activity was blocked by 0.2 µM TTX for a few minutes at the beginning of the recording.

A similar experiment was performed inhibiting first PDE4 with piclamilast, then inhibiting 
PDE3 with cilostamide (Figure 2D). Again, two MSNs showed a near-maximal response with 
fsk alone (lower group of traces). This experiment was repeated with similar results (Figure 2E; 
fsk: 0.19; fsk+picla: 0.46; fsk+picla+cilo: 1.00; N=6; n=7; A=4).
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Figure 2: PDE3 and PDE4 are the main phosphodiesterases controlling cAMP in resting 
ChINs. (A) Schematic representation of cross-pathways regulations of phosphodiesterases in 
ChINs. (B and D) The Epac-SH150 biosensor for cAMP was expressed in pup mice striatal brain 
slices and imaged with wide-field microscopy. Regions of interest shown on the grayscale image 
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define the area used to measure the ratio (F480/F535) for an individual ChIN (top image, red 
ROI; red trace in top group) and MSN (bottom image, blue ROI; blue trace in bottom group). 
Color images (a-e) represent the ratio coded in pseudocolor at the time-points indicated on the 
graph. Other traces correspond to ROIs measured during the same experiment (not shown). 
Horizontal bars on the graph indicate the bath application of drugs: tetrodotoxin (TTX, 0.2 µM), 
forskolin (fsk, 13 µM), cilostamide (cilo, 10 µM), piclamilast (picla, 1 µM) and IBMX (200 µM). 
(C, E) Average normalized ratio measured over the steady-state ratio for each drug combination. 
Measurements for each experiment are represented as cross markers with the same color and 
connected by a line. The average of the repeated experiments  is indicated with a square marker. 
* indicates a statistically significant difference.

In the absence of forskolin, application of cilostamide (1 µM, N=3; n=3; A=3) or PDE4 
inhibitors (rolipram, 1 µM, N=2; n=2; A=2) or their combination (N=6; n=8; A=3) induced no 
significant ratio change in ChINs (as well as in MSNs). Since PDE3 and PDE4 are involved in 
the regulation of forskolin-induced cAMP, this suggests that, in the absence of forskolin, basal 
cAMP production is negligible in ChINs. This contrasts with MSNs in which PDE10 inhibition 
in the absence of forskolin leads to large increases in cAMP, indicative of a strong basal cAMP 
production in MSNs (Mota et al., 2021a; Polito et al., 2015).

PDE2A, also highly expressed in the striatum, has a high Km and is therefore expected to 
degrade cAMP only at elevated levels (Neves-Zaph, 2017). We thus tested PDE2A activity when 
adenylyl cyclases were activated and PDE3 was inhibited. In the presence of forskolin and 
cilostamide, the selective PDE2A inhibitor PF-05180999 (PF-05, 1 µM) did not increase the 
steady-state level (N=7; n=13; A=6), indicating that constitutive PDE2A activity does not 
contribute to cAMP regulation in these neurons. 

PDE10A has a low Km and we tested whether it might contribute to cAMP regulation. The 
PDE10 inhibitor TP-10 (100 nM) had no effect on the forskolin-induced steady-state cAMP level 
(N=5; n=7; A=4), showing that PDE10A has no functional activity in ChIN. PDE1, which is not 
active in the absence of intracellular calcium (Goraya & Cooper, 2005; Betolngar et al., 2019), 
was unlikely to be active in these experiments in which all spontaneous activity was suppressed 
with TTX; PDE1 activity will be tested separately below.

Collectively, these experiments indicate that the combined action of PDE3 and PDE4 is 
responsible for the degradation of cAMP in resting ChINs.

Nitric Oxide increases cGMP levels in ChIN

Our results show that PDE3 is an important regulator of cAMP levels in ChIN. PDE3 
degrades both cAMP and cGMP, but the Vmax of PDE3 for cGMP is very low and cGMP thus 
behaves as an inhibitor of PDE3 activity towards cAMP hydrolysis. We therefore wondered 
whether a cGMP signal might, by inhibiting PDE3, indirectly lead to an increase in cAMP level. 
First, we used the cGMP-selective biosensor cyGNAL (Betolngar et al., 2019) to characterize 
cGMP responsiveness in these neurons.

Bath application of the inhibitor of soluble guanylyl cyclase ODQ (20 µM) had no effect 
(N=4; n=5; A=2), suggesting that there is no detectable basal level of cGMP in our experimental 
conditions. Bath application of 10 µM DEANO induced a large ratio increase in both ChIN and 
MSN. In ChIN the ratio  reached ~0.80 of the maximal response which was obtained upon 
application of the non-selective PDE inhibitor IBMX (Figure 3). With a lower dose of 1 µM 
DEANO, the ratio increase was slower but still eventually reached a similar steady-state 
concentration of several micro-molar cGMP.
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Of note, Figure 3A also illustrates the lack of effect of forskolin on the ratio signal measured 
with cyGNAL, while a small response can be seen in MSNs: this is consistent with forskolin 
increasing cAMP level to several tens of micromolar in MSN (Figure 2), sufficient to partially 
activate cyGNAL, while at the same time, ChINs only reach ~1 µM cAMP.

These experiments show that the NO-cGMP pathway is inactive in basal conditions and can 
be readily activated in ChINs with 10 µM DEANO.

Figure 3: the NO donor (DEANO) increases cGMP in ChINs. (A) The cyGNAL biosensor for 
cGMP reports a ratio increase upon application of 10 µM DEANO, indicative of an increased 
intracellular level of cGMP. This effect was measured in a ChIN (red ROI) as well as in a 
neighboring MSN (purple ROI). Ratio measured during the experiment are represented on the 
graph below, with 2 additional ROIs (not displayed). (B) The same experiment was repeated with 
DEANO at 1 or 10 µM concentration. The graph shows the average time-course of the ratio 
increase for 1 or 10 µM DEANO. The plot shows the steady-state ratio for each experiment as a 
cross marker. The average is indicated with a square marker. 

The cGMP pathway increases cAMP levels through PDE3 inhibition

We then tested whether such activation of the NO-cGMP pathway might increase cAMP 
through PDE3 inhibition. We used the Epac-SH150 biosensor to monitor cAMP. After forskolin 
increased the ratio to a steady-state level, application of DEANO produced a marked ratio 
increase which was not increased when cilostamide was added (Figure 4A). This experiment was 
repeated (Figure 4B, left panel; fsk: 0.32 of maximal response; fsk+DEANO: 0.71; 
fsk+DEANO+cilo: 0.73;  N=6, n=10, A=5). DEANO thus reproduces and occludes the effect of 
cilostamide. Conversely, when added on top of forskolin and cilostamide, DEANO induced no 



Phosphodiesterases in Striatal Cholinergic Interneurons 11

further increase, indicating that cilostamide occludes DEANO effect (Figure 4B, right panel; fsk: 
0.33; fsk+cilo: 0.62; fsk+cilo+DEANO: 0.63, N = 5, n=8, A=4). This condition further confirms 
that there is no PDE2A activity in ChINs since, when PDE3 is inhibited, DEANO-induced 
increase in cGMP should activate PDE2A if any, and should thus decrease cAMP level. In 
contrast, this effect was observed in MSNs (Figure 4A). Of note, in ChIN, the ratio level reached 
in the presence of forskolin, DEANO and cilostamide in ChIN was well below biosensor 
saturation level, and a change of phosphodiesterase action in this situation should have been 
detectable. In MSN, the ratio level reached with forskolin was maximal or near maximal; in this 
condition and as expected from the high activity of PDE2A in MSNs (Mota et al., 2021a; Polito 
et al., 2013), the increase in cGMP induced a decrease in cAMP level (Figure 4A).

Overall, these experiments demonstrate that the activation of the cGMP pathway in ChINs 
can increase cAMP via PDE3 inhibition, while there is no PDE2A activity.
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Figure 4: NO donor increases intracellular cAMP through PDE3A inhibition.  (A) The Epac-
SH150 biosensor for cAMP was expressed in striatal brain slices and imaged with wide-field 
microscopy. Images show a ChIN (top line) and a MSN (bottom line). Traces below show the 
ratio on these ROIs as well as other MSNs (not shown). (B, left) The same experiment was 
repeated 6 times. Plots display the average of the response to forskolin (fsk) alone, with DEANO 
(fsk+DEANO) and cilostamide (fsk+DEANO+cilo). (B, right) Average ratio responses when cilo 
was applied before DEANO. The average of the different repeats is represented with a square 
symbol. * indicates a statistically significant difference. n.s. = non significant.

NMDA and mGlu1/5 receptor activation increase calcium levels in ChINs

PDE1B is highly expressed in the striatum (Lakics et al., 2010) and PDE1 activity was 
described in MSNs (Betolngar et al., 2019). PDE1A is expressed in ChINs (Polli & Kincaid, 
1994) and we wanted to determine whether PDE1 might down-regulate cAMP and/or cGMP 
signals when activated by a calcium signal. First, we wanted to establish reliable protocols to 
increase intracellular calcium and we used the Twitch-2B ratiometric biosensor to measure this 
calcium signal (Figure 5A). NMDA receptors can be activated transiently by the NMDA released 
from the "caged" precursor MNI-NMDA by a flash of UV light. This protocol was used in our 
previous study to assess PDE1 activity in MSNs (Betolngar et al., 2019). After at least 3 min of 
bath perfusion with MNI-NMDA (100 µM), a flash of UV light triggered a large and transient 
ratio increase in all ChINs tested, as well as in MSNs if present in the same field of view. Type I 
metabotropic glutamate receptors are coupled via Gq/11 to the IP3/calcium signaling pathway, 
and we also checked whether mGlu1/5 receptor activation might increase intracellular calcium in 
ChINs. Bath application of the selective agonist DHPG (50 µM) produced a ratio increase of 
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large amplitude and duration. Interestingly, while mGlu1/5 receptors are also expressed in 
MSNs, no or little calcium response to DHPG was observed in these neurons. Since we did not 
find a way to determine Rmax for each cell with this biosensor, statistics were performed on raw 
ratio values (Figure 5B): NMDA and DHPG induced a ~2 fold ratio increase.

Figure 5: NMDA photorelease or activation of group I mGlu receptors induce large calcium 
signals in ChIN. The Twitch-2B biosensor was expressed in striatal brain slices and imaged with 
wide-field microscopy. (A) Intracellular calcium is monitored over regions of interest drawn on a 
ChIN and on a MSN (purple and green, respectively). Release of NMDA from MNI-NMDA with 
flash of UV light raised calcium in both neurons, whereas sustained bath application of 50 µM 
DHPG, an agonist of group I metabotropic glutamate receptors, increased intracellular calcium 
levels selectively in ChIN. (B) Average time-course of the ratio change triggered by NMDA and 
DHPG is shown on the left; plots display the baseline and peak ratio value measured in ChINs 
for independent experiments (B: N=4 ; C: N=5). The average of the different repeats is 
represented with a square symbol.

The calcium pathway decreases cAMP and cGMP via PDE1 activation

We then wanted to determine whether such increases in intracellular calcium could reduce 
cAMP or cGMP, via the activation of PDE1. A steady-state elevated cAMP level was first 
obtained using 0.5 µM fsk and blocking PDE3 and PDE4 with either 1 µM cilo and 1 µM 
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roflumilast or 10 µM cilo and 1 µM piclamilast. PDE2A were shown later to have no activity in 
ChINs, and in these earlier experiments, the PDE2A inhibitor PF-05180999 (1 µM) was 
included.

NMDA uncaging or DHPG bath application both produced large decreases in cAMP levels 
in ChIN (Figure 6, left: before NMDA application : 0.88 of Rmax, NMDA application : 0.29, 
N=6, n=9, A=5; before DHPG: 0.77, DHPG application: 0.40, N=5, n=7, A=4). These effects 
were blocked with Lu AF64196 (1-10 µM), a potent and selective PDE1 inhibitor (Khammy et 
al., 2017) (figure 6, right: before NMDA application : 0.91 of Rmax, NMDA application : 0.83, 
N=6, n=9, A=4; before DHPG: 0.86, DHPG application: 0.89, N=5, n=8, A=3). Of note, the 
addition of the PDE1 inhibitor did not increase the steady-state cAMP level, demonstrating that 
PDE1 did not exhibit a tonic activity before its activation by the calcium signal.
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Figure 6: activation of NMDA or mGlu1/5 receptors in ChIN decreases cAMP via PDE1 
activation. The Epac-SH150 biosensor for cAMP was expressed in striatal brain slices and ChINs 
were imaged with wide-field microscopy. cAMP production was stimulated with 0.5 µM fsk in the 
presence of inhibitors of PDE2A (PF-05180999, 1 µM), PDE3 (cilo, 1 µM or 10 µM) and PDE4 
(roflumilast or piclamilast, 1 µM). On the steady-state cAMP level, a flash of UV light at the time 
indicated by the arrow was used to photorelease NMDA from MNI-NMDA (100 µM), or DHPG 
(50 µM) was applied in the bath. Both stimuli induced a transient decrease in cAMP 
concentration: the graph shows the average normalized cAMP signal, and the plot shows the 
amplitude of the steady-state cAMP level (ctl) and minimal cAMP level reached in response to 
the calcium signal (NMDA or DHPG, left).  The same protocol was performed in the presence of 
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the selective PDE1 inhibitor Lu AF64196 (1 µM), which largely reduced the effect on cAMP 
level (right). 

We then tested whether the same protocols could also reveal an effect of PDE1 on cGMP 
level in ChINs. In these experiments, mGlu1/5 receptors were activated with 1 µM quisqualate in 
the presence of the AMPA receptor antagonist NBQX (1 µM) and NMDA antagonist D-AP5 (20 
µM). A steady-state cGMP was obtained with a bath application of 10 µM DEANO. NMDA 
uncaging or quisqualate bath application both produced large decreases in cGMP levels in ChIN 
(Figure 7, left: before NMDA application : 0.80 of Rmax, NMDA application : 0.18, N=9, n=13, 
A=9; before quisqualate: 0.83, quisqualate application: 0.22, N=5, n=9, A=4). Again, these 
effects were blocked with Lu AF64196 (1-10 µM) (figure 6, right: before NMDA application : 
0.76 of Rmax, NMDA application : 0.80, N=6, n=7, A=6; before DHPG: 0.88, DHPG 
application: 0.84, N=5, n=7, A=3). The addition of the PDE1 inhibitor did not increase the 
steady-state cAMP level, demonstrating that, like for cAMP, PDE1 did not exhibit a tonic 
activity before its activation by the calcium signal.

Collectively, these experiments show that ChINs display functional PDE1 activity that can 
efficiently degrade both cAMP and cGMP in response to an increase in intracellular calcium.
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Figure 7: activation of NMDA or mGlu1/5 receptors in ChIN decreases cGMP via PDE1 
activation. The cyGNAL biosensor for cGMP was expressed in striatal brain slices and ChINs 
were imaged with wide-field microscopy. (A) cGMP production was stimulated with 10 µM 
DEANO. On the steady-state cAMP level, the calcium signal was triggered with a flash of UV 
light at the time indicated by the arrow to photorelease NMDA from MNI-NMDA (100 µM), or 
by bath application of quisqualate (50 µM) together with NBQX (1 µM) and D-AP5 (20 µM). 
Both stimuli induced a transient decrease in cGMP concentration: the graph shows the average 
normalized cGMP signal, and the plot shows the amplitude of the steady-state cGMP level (ctl) 
and minimal cGMP level reached in response to the calcium signal (NMDA or mGlu, left). The 
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same protocol was performed in the presence of the selective PDE1 inhibitor Lu AF64196 (1 
µM), which largely reduced the effect on cGMP level (right). 

Discussion
Our experiments highlight three phosphodiesterases as responsible for degrading cAMP and 

cGMP in ChIN, namely PDE1, PDE3 and PDE4. Selective PDE3 inhibition with cilostamide 
triggers an increase in cAMP in ChIN, demonstrating that this enzyme is active and contributes 
to the regulation of cAMP in these neurons. This is consistent with in situ hybridization data 
showing PDE3A gene expression in "large striatal neurons" (Reinhardt & Bondy, 1996). Single-
cell RNA sequencing also revealed PDE3A expression in the "STR Interneuron_Chat [#12]" 
cluster (Saunders et al., 2018) which corresponds to ChIN. In contrast, these same reports 
indicate a lack of PDE3 expression in MSNs, which is consistent with our experiments showing 
no PDE3 activity in MSNs. While PDE3 thus seems to be a characteristic feature of ChINs, we 
also report that PDE4 contributes to the regulation of cAMP in ChIN. PDE4s show a much less 
cell-specific pattern of expression since PDE4B is also expressed and functionally present in 
MSNs (Cherry & Davis, 1999; Heiman et al., 2008; Nishi et al., 2008; Mota et al., 2021a). When 
intracellular calcium was elevated through glutamate receptors, we found that PDE1 also 
contributes to the regulation of cAMP and cGMP. PDE1A is selectively expressed in ChIN (Polli 
& Kincaid, 1994; Saunders et al., 2018), while the additional presence of PDE1B in ChIN 
remains unclear. PDE1B is highly expressed in MSNs, where it regulates peak cAMP responses 
to dopamine and contributes to long-term plasticity (Betolngar et al., 2019). 

Although highly expressed in the striatum, we found no indication of PDE2A or PDE10A 
activity in ChINs, consistent with their lack of expression in ChIN (Saunders et al., 2018; Xie et 
al., 2006; Sano et al., 2008). PDE2A and PDE10A thus appear to play a specific role in striatal 
MSNs, as previously reported (Polito et al., 2013; Polito et al., 2015; Mota et al., 2021a). 

Cross-pathway integration: cGMP

Importantly, our experiments demonstrate that PDE3 can be the mediator of a positive 
control of the NO/cGMP pathway on cAMP, through which an increase in cGMP leads to an 
increase in cAMP. To our knowledge, this is the first time this positive control of cGMP on 
cAMP is reported in neurons, but this has already been reported in various preparations. 

This part has to be explained in more details with references to other preparations (heart, 
vasculature) in which this cGMP-PDE3-cAMP regulation has also been demonstrated.

Cross-pathway integration: calcium

Another cross-pathway integration level is provided by PDE1A, which powerfully degrades 
both cAMP and cGMP. This PDE is active only in the presence of calcium since the application 
of PDE1 inhibitor did not increase the steady-state cAMP or cGMP level, consistent with the 
lack of PDE1 activity unless intracellular calcium is increased. A similar calcium-induced 
decrease in cAMP and cGMP has been reported in MSNs, as well as in several other brain 
regions (Betolngar et al., 2019). Whether PDE1A in ChIN vs PDE1B in MSNs leads to 
functional differences in this cross-pathway modulation remains to be investigated.

ChINs vs MSNs integrative properties

Interestingly, we observed that the activation of group I mGlu receptors triggered large and 
long lasting increases in intracellular calcium. While group I mGlu are also expressed in MSNs, 
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we observed no or very modest calcium responses in MSNs. ChINs also exhibit dynamics of 
cAMP signals that strikingly depart from MSNs. While MSNs reached biosensor saturation as 
soon as forskolin was applied (i.e. over 100 µM concentration), ChIN showed in contrast very 
slow increases in cAMP concentration, barely reaching a micromolar level after several minutes. 
This reinforces the view that these two neuronal types bear intrinsic differences in signal 
integration properties that endow them with fundamentally different functions in the striatal 
network.

These striking differences can result from a number of factors. First, the type of receptors 
and signaling enzymes expressed in these two neuronal types differ notably. For example, ChINs 
express type 2 adenylyl cyclase, whereas MSNs mainly express type 5 (Matsuoka et al., 1997; 
Saunders et al., 2018). Another important factor is the amount of active signaling enzyme, i.e. 
the density of cyclase per membrane surface or amount of calcium-store per cytosolic volume, in 
relation with cell geometry. Indeed, ChINs have a large soma, their proximal dendrites have a 
large diameter compared to the much thinner MSNs (Tepper et al., 2010; Tepper et al., 2018). 
Surface to volume ratio critically determines whether a signal gets amplified or dampened 
(Neves et al., 2008) and in the case of cAMP, small neurons like MSNs can accumulate cAMP 
more easily. In contrast, ChINs with a larger cytosol in which cAMP gets degraded by PDEs are 
in a less favorable position to accumulate enough cAMP to be detected by our cytosolic 
biosensors. 

Physiological implications

Physiologically, cAMP promotes the activation of Ih current (Kaupp & Seifert, 2001) which 
may underlie changes in ChIN electrical activity. ChIN express a robust Ih current (Kawaguchi, 
1992; Bennett et al., 2000), mainly mediated by HCN2 (Notomi & Shigemoto, 2004; Zhao et al., 
2016). The direct binding of cAMP on HCN channels shifts their activation curve, facilitating the 
depolarization and increasing firing frequency. Our results thus suggest that the activation of the 
NO/cGMP axis, by inhibiting PDE3A and increasing intracellular cAMP, could lead to ChIN 
depolarization. Interestingly, this is what was observed electrophysiologically, with NO donors 
promoting ChIN depolarization (Centonze et al., 2001). Symmetrically in MSNs, the NO/cGMP 
axis activates PDE2A, which decreases cAMP (Polito et al., 2013). In MSNs, increased cAMP is 
associated with increased excitability, and NO thus has opposite effects on cAMP in these two 
neuronal types.

Besides the regulation of intrinsic excitability, the NO/cGMP pathway also plays an 
important role in synaptic plasticity (West & Tseng, 2011; Blomeley et al., 2015; Padovan-Neto 
& West, 2017). Acetylcholine is also implicated in many aspects of synaptic plasticity, and most 
protocols of synaptic plasticity are performed in an intact striatal network, comprising active 
ChIN. Whether NO-induced PDE3A inhibition in ChIN mediates part of this effect should now 
be evaluated experimentally.

Integration at the network level

Phasic release of dopamine leads to a biphasic response of ChIN : first a pause dependent of 
D2 receptor expressed by ChIN, then a burst of AP (Straub et al., 2014)

Phasic release of dopamine leads also to an activation of NOergic interneurons, reinforced 
by glutamate and leading to activation of nNOS, release of NO and increase of ChIN activity.

Maybe : the burst of AP observed in ChIN after phasic dopamine release is caused by the 
action of NO on ChIN .
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NOergic interneurons could act as a ‘lock’ to close the launch windows of dopamine for the 
selection of movement. Coherent with studies showing the role of ChIN in the termination of 
movement (Gritton 2019)

These observations may be of significance in pathological situations such as Parkinson's 
disease. Indeed, the first medication for Parkinson's disease was based on anticholinergic drugs, 
and photoinhibition of ChIN shows prominent anti-parkinsonian effects (Ztaou et al., 2016; 
Maurice et al., 2015). It is interesting to note that, while NO donors increase ChIN firing, this 
effect is more pronounced in a mouse model of Parkinson's disease (Galati et al., 2008), 
suggesting that moderating the excessive ChIN activity might help reduce some symptoms of 
Parkinson's disease. This novel understanding of the NO/cGMP/cAMP interaction could 
eventually lead to the development of novel therapeutic strategies targeting PDE3A.
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4.3.5 – Résultats complémentaires 

4.3.5.1 – Le donneur de NO active la PKA, indépendamment de la PDE3A  

Nous avons souhaité étudier si l’effet du NO sur l’AMPc, dépendant de la PDE3A, se 

répercute également sur l’activité de la PKA. Pour cela, nous avons utilisé le biosenseur 

AKAR4 qui rend compte de l’équilibre entre la phosphorylation de la PKA et la 

déphosphorylation par les phosphatases (PP) (figure 16). De manière inattendue, 

l’inhibiteur de la PDE3A (cilo, 10 µM) ne modifie par le niveau de base de l’activité PKA 

des ChIN (figure 16C). Toutefois, l’ajout du donneur de NO (DEANO, 10 µM) augmente 

l’activité de la PKA (figure 16C). Sur un protocole similaire, l’application en premier du 

DEANO, qui tout seul n’augmente pas l’AMPc, augmente également l’activité de la PKA 

(figure 16B). L’ajout du cilostamide ne modifie pas le signal PKA. Ces résultats suggèrent 

un effet du DEANO sur l’activité de la PKA, indépendant de la PDE3A.  

Ces résultats montrent que l’inhibition de la PDE3A par la NO, responsable d’une 

augmentation d’AMPc, ne modifie pas l’activité de la PKA et que le NO agit sur l’activité 

de la PKA indépendamment de la PDE3A. Bien que le cilostamide ait une haute 

sélectivité pour les PDE3A, ces résultats méritent d’être confirmés avec l’utilisation d’un 

second inhibiteur spécifique de la PDE3A. Autrement, ce résultat suggère un effet positif 

de la voie NO/GMPc sur l’activité de la PKA, sans impacter l’AMPc. Le mécanisme est 

cependant inconnu et d’autres expériences sont nécessaires pour mieux le comprendre. 

Il est important de noter que dans les expériences réalisées, l’action du NO comme 

activateur de la PKA a seulement été observée chez les ChIN. Dans les MSNs, le NO n’a 

pas d’effet significatif  sur l’activité basale de la PKA.  

Certaines hypothèses peuvent expliquer l’action de la voie NO/GMPc sur la PKA, 

indépendamment de la PDE3A. D’une part, la forte élévation de GMPc peut, par liaison 

aux sous-unités régulatrices de la PKA, conduire à son activation, comme cela a été 

observé sur tissus (Jiang et al., 1992; Lorenz et al., 2015). D’autre part, l’augmentation 

du GMPc augmente l’activité de la PKG. Il a récemment été démontré in vitro que la PKG 

est capable de phosphoryler la sous-unité régulatrice RIα sur la Ser101 (Haushalter et al., 

2018), augmentant alors l’activité de la PKA. Toutefois, la PKG est peu exprimée dans le 

striatum (El-Husseini et al., 1999) et, récemment, le séquençage à l’échelle de cellules 

individuelles n’indique pas d’expression de la PKG dans les ChIN (Saunders et al., 2018).  
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Figure 16 : Le donneur de NO (DEANO) augmente l’activité de la PKA indépendamment 

de la PDE3A. Imagerie plein champ réalisée sur tranche de cerveau de souriceau exprimant le 

biosenseur AKAR4 (A) Représentation du ratio accepteur/donneur (F535/F480) représentatif du 

niveau de phosphorylation dépendent de la PKA. La trace du dessus correspond au champ 

d’acquisition d’un ChIN. La trace de dessous correspond aux MSNs. L’application de cilostamide 

(inhibiteur de PDE3A, 10 µM) ne modifie pas le ratio tandis que l’application du DEANO 

(donneur de NO, 10 µM) augmente le ratio. Le ratio maximal est obtenu par application de la 

forskoline (fsk) et IBMX (B-C) Distribution de l’amplitude de la réponse normalisée au Rmax, en 

présence de DEANO (10 µM), cilostamide (cilo, 10 µM) ou cilostamide et DEANO 

(cilo+DEANO) (B) N=6 (C) N=5. La moyenne de toutes les répétitions est représentée par un 

carré. * statistiquement différent  

4.3.5.2 – Limites de l’étude 

Il est important considérer que ces expériences ont été menées ex vivo sur tranche de 

cerveau de souriceau, c'est-à-dire dans un système encore immature. L’expression des 

protéines impliquées dans la voie AMPc/PKA et la connectivité du striatum peut différer 

entre un système mature et immature, suggérant une signalisation différente entre ces 

deux stades de vie.  
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L’étude du rôle fonctionnel des PDE a été conduite lors d’une stimulation de l’ensemble 

des AC par la forskoline, non représentative d’une stimulation physiologique par les 

récepteurs. Cela consiste en une première étape permettant de mieux comprendre la 

physiologie des ChIN. Toutefois, ce schéma d’activation ne prend pas en compte la 

compartimentation possible de la production d’AMPc proches des récepteurs. Les ChIN 

intègrent des informations via de nombreux RCPG (parmi les principaux : récepteurs à 

l’adénosine, l’histamine, la sérotonine, la dopamine et récepteurs métabotropiques au 

glutamate). Il serait désormais intéressant d’étudier spécifiquement la contribution des 

PDE et le rôle du GMPc comme inhibiteur de la PDE3A dans l’intégration des signaux 

intracellulaires suite à l’activation de récepteurs spécifiques.  
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 Stimulation of PDE2A activity moderates 

cAMP/PKA response to D1 receptor stimulation in 

dyskinetic mice 

4.4.1 – Contexte de l’étude 

Dans la maladie de Parkinson, face à la perte progressive des afférences 

dopaminergiques, les MSNs D1 deviennent hypersensibles à la dopamine pour en 

compenser la diminution. Cette hypersensibilité se traduit par des adaptations de la voie 

AMPc/PKA : une augmentation de la protéine Golf conduit à un couplage exacerbée 

entre le récepteur D1 et la protéine G (Alcacer et al., 2012; Corvol, 2004). Cette 

hypersensibilité des MSNs D1 couplée à la prise répétée de L-DOPA, le traitement de 

référence, conduit à une activation exacerbée de la voie AMPc/PKA dans les MSNs D1 

et se traduit par le développement des LID.  

Les PDE régulent négativement la voie AMPc/PKA. Chaque PDE exprimée par les MSNs 

a une affinité spécifique pour l’AMPc. Parmi elles, la PDE2A présente une des plus faibles 

affinités pour l’AMPc, suggérant principalement une dégradation des niveaux élevés 

d’AMPc. Son inhibition augmente seulement l’amplitude de la réponse à la dopamine 

transitoire, mais cela n’affecte pas les niveaux de base ni ne supprime le contraste 

temporel de la réponse à la dopamine (É. Mota et al., 2021). L’activité de la PDE2A peut 

être stimulée par fixation du GMPc sur son domaine régulateur. Cette liaison augmente 

l’accessibilité du site catalytique, en faveur de la dégradation de l’AMPc. Il a d’ailleurs 

été publié auparavant par l’équipe, que l’utilisation d’un donneur de NO conduit à une 

diminution de l’activité de la PKA lors d’une réponse à la dopamine transitoire, cet effet 

étant neutralisé par l’inhibition de la PDE2A (Polito et al., 2013). Lors d’une réponse 

transitoire à la dopamine, la stimulation de l’activité de la PDE2A par la voie NO/GMPc 

semble donc réduire les niveaux d’AMPc suffisamment pour réduire l’activité de la PKA. 

Nous souhaitons donc tester dans un modèle de souris dyskinétiques si la stimulation 

de la PDE2A est capable de réduire les niveaux excessifs d’AMPc et de la PKA 

responsables des LID. Cette hypothèse est notamment soutenue par deux études 

montrant un effet anti-dyskinétique d’un donneur de NO (Lorenc-Koci and Czarnecka, 

2013; Solís et al., 2015).  

L’imagerie de biosenseurs FRET génétiquement codés, sur tranche de cerveau de souris 

dyskinétiques, nous permet de suivre en temps réel, et dans des neurones vivants, la 

dynamique de la voie AMPc/PKA en réponse à la dopamine. Ainsi, nous avons testé si la 

stimulation de la PDE2A par un donneur de NO réduit l’amplitude de la réponse 

AMPc/PKA dans un modèle de souris dyskinétique. 
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4.4.2 – Principaux résultats 

Nos résultats montrent que, dans un modèle de souris dyskinétique, la stimulation de 

l’activité de la PDE2A diminue la réponse excessive à la dopamine, aussi bien au niveau 

de l’AMPc que de l’activité PKA.  

Notre étude a confirmé par imagerie de biosenseur, l’hypersensibilité des MSNs D1 à la 

dopamine dans le modèle murin de la maladie de Parkinson. Effectivement, la libération 

transitoire de dopamine conduit à une activation exarcerbée de la voie AMPc/PKA, en 

comparaison aux souris contrôles.  

Nous avons ensuite montré que la stimulation de l’activité de la PDE2A par un donneur 

de NO permet de réduire les niveaux d’AMPc excessifs dans un modèle parkinsonien et 

dyskinétique. Plus particulièrement, dans le modèle dyskinétique, cette réduction des 

niveaux d’AMPc est suffisante pour réduire l’activité de la PKA lors d’une stimulation 

continue des récepteurs à la dopamine. 

4.4.3 – Conclusions 

Notre étude met en évidence la PDE2A comme potentielle nouvelle cible thérapeutique 

pour prévenir voire ralentir le développement des dyskinésies. La stimulation de la 

PDE2A par un donneur de NO réduit l’amplitude des réponses hypersensibles à la 

dopamine dans les MSNs D1, sans modifier la temporalité de la réponse.  

4.4.4 – Articles 
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Abstract
Dopamine depletion in Parkinson’s disease (PD) is associated with severe motor and 

cognitive disturbances. L-DOPA replacement therapy efficiently counteracts the motor symptoms, 
but results in long-term complications, including dyskinesia. This invalidating symptom is 
associated with signaling dysregulations and altered striatal plasticity. Here, we used 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) hemi-lesion and L-DOPA treatment in adult mice combined with 
imaging of genetically encoded biosensors to monitor cAMP and PKA signals in adult brain slices. 
Our results show that both cAMP and PKA responses to dopamine are up-regulated in hemi-
parkinsonian and in dyskinetic mice. Stimulation of the cGMP signaling by a NO donor, DEANO, 
efficiently down-regulates the amplitude of these hypersensitive responses and this effect is 
mediated by PDE2A. Indeed, activation of PDE2A by cGMP effectively reduces the  amplitude of 
the excessive cAMP/PKA signaling triggered by D1R stimulation, and this, despite unaltered 
PDE2A expression. These results suggest that boosting PDE2A activity in the striatum would be of 
therapeutic value to moderate the excessive cAMP/PKA responses and the long-term changes in 
striatal neurons, which are related to the adverse effects of L-DOPA treatment.
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Introduction
Parkinson’s disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder that results in severe 

motor and cognitive disturbances. The motor symptoms are mainly caused by the loss of dopamine 
neurons of the substantia nigra, and dopamine depletion in the striatum. The dopamine replacement 
therapy with the precursor levodopa (L-DOPA), efficiently counteracts the motor symptoms. 
However, following years of treatment, levodopa loses its efficacy and patients develop involuntary 
movements referred to as levodopa-induced dyskinesias (LID). These motor complications 
represent a serious limitation to the L-Dopa therapy, particularly in advanced stages of the disease.

In the dorsal striatum, dopamine regulates the activity of GABAergic medium-sizes neurons 
(MSNs), which are segregated in two classes: the D1 MSNs of the anatomical 'striatonigral 
pathway', expressing preferentially the dopamine D1 receptors (D1R), and the D2 MSN of the 
'striatopallidal pathway', which express preferentially the dopamine D2 receptors (D2R). In 
physiological conditions, dopamine thus promotes movement both by activating the cAMP/PKA 
signaling pathway in D1 MSNs and by inhibiting the D2R/cAMP/PKA signaling pathway in D2 
MSNs (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Valjent et al., 2009; Bertran-Gonzalez et al., 2010).

In the dopamine depleted striatum, D1 type MSNs develop hypersensitive responses to D1 
receptor stimulation which results in the gradual development of LID during L-Dopa treatment 
(Murer & Moratalla, 2011; Santini et al., 2008; Lebel et al., 2010; Alcacer et al., 2012). The global 
knock-out of D1 receptor or its chemogenetic activation of D1 inhibits or worsens, respectively, the 
expression of LID in mice model of the disease (Darmopil et al., 2009; Alcacer et al., 2017). 

At the cellular level, the hypersensitive response to D1 receptor stimulation in dopamine-
depleted striatum is associated with increased cAMP and PKA response to D1 receptor stimulation 
(Jones-Tabah et al., 2021; Jones-Tabah et al., 2020; Mariani et al., 2019). Increased Golf expression 
found in animal models and PD patients (Corvol et al., 2004) or increased adenylyl cyclase (Tong et 
al., 2004) lead to the excessive activation of the AMPc/PKA signaling as well as the activation of its 
downstream effectors (DARPP-32, GluR1, ERK, ∆Fos-B) (Bateup et al., 2010; Alcacer et al., 2012; 
Aubert et al., 2005; Santini et al., 2007; Andersson et al., 1999; Santini et al., 2008; Pavón et al., 
2006). Interestingly, hyperactivation of D1 MSNs during L-dopa likely occurs in approximately half 
of D1 neurons in the dorsolateral striatum but are sufficient to cause LID (Girasole et al., 2018; 
Ryan et al., 2018).

The proper integration of dopamine signals in MSNs of the striatum depends on the precise 
regulation of cAMP levels by cyclic-nucleotide phosphodiesterases (PDE). Robust mRNA 
expression of PDE1B, PDE2A, PDE7 and PDE10A were observed in the striatum (Lakics et al., 
2010; Kelly et al., 2014). Striatal PDE differ in their affinity for cAMP, and each PDE regulate the 
cAMP in a limited concentration range (Neves-Zaph, 2017; Mota et al., 2021a): PDE2A has 
particularly low affinity for cAMP (Km=~100 µM) and preferentially degrades high cAMP level, 
(Poppe et al., 2008; Mota et al., 2021a) whereas PDE10A (Km < 1 µM) is required for degrading 
basal cAMP and allow to maintain the PKA substrates in the dephosphorylation state (Polito et al., 
2015; Mota et al., 2021a). Contrary to PDE10A, modulation of PDE2A activity likely provides a 
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more subtle control of the amplitude of the cAMP/PKA responses to D1R stimulation (Polito et al., 
2015; Mota et al., 2021a). 

High levels of PDE2A protein have been reported in the striatum (human and murine)
(Stephenson et al., 2009; Stephenson et al., 2012) (Reyes-Irisarri et al., 2007), along with PDE10A 
and PDE1B (Lakics et al., 2010; Kelly et al., 2014). PDE2A degrades both cAMP and cGMP and is 
activated by cGMP binding to its GAF domains, greatly increasing its activity (Martins et al., 1982; 
Martinez et al., 2002; Jäger et al., 2010). In physiological conditions, PDE2A is activated by nitric 
oxide (NO)/cGMP signaling pathway. In the striatum Persistent Low-Threshold Spiking (PLTS) 
interneurons (Tepper et al., 2010) release NO in response to the coincidence of dopamine and 
glutamate (Park & West, 2009). NO diffuses and activates guanylyl cyclase  in MSNs, which 
produces cGMP and ultimately activates protein kinase G and PDE2A. NO also diffuses into the 
dendrites of MSNs where it modulates corticostriatal synaptic plasticity (Padovan-Neto et al., 2011; 
Padovan-Neto & West, 2017; Del-Bel et al., 2014; Rafalovich et al., 2015). While these effects are 
clearly mediated by cGMP, the downstream effectors of cGMP, often assumed to be the cGMP-
dependent protein kinase (PKG), remain uncertain, since only moderate levels of PKG protein have 
been reported in the striatum (el-Husseini et al., 1995; El-Husseini et al., 1999; de Vente et al., 
2001). 

Previous studies have shown that the NO donor, molsidomine, reduced dyskinetic 
manifestations in a mouse model (Solís et al., 2015; Lorenc-Koci et al., 2013) and we hypothesize 
that NO effect is mediated by PDE2A activation, which down-regulate the hypersensitive cAMP/
PKA signaling associated with LID. Mutations that largely reduce or suppress PDE2A activity are 
associated with hyperkinetic movement disorders (Salpietro et al., 2018; Doummar et al., 2020)

Our experiments, in morphologically intact neurons clearly show that the NO/cGMP 
signaling, efficiently down-regulates the amplitude of the hypersensitive cAMP and PKA response 
to D1 receptors stimulation in dyskinetic mouse model of PD. This effect was abolished by PDE2A 
inhibition, indicating that boosting PDE2A activity in the striatum would be of therapeutic value to 
moderate the excessive cAMP responses associated with LID or in other pathological conditions 
associated with excessive dopamine tonus.
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Methods

Animals
The study was performed in C57BL/6J mice purchased from Janvier labs and Envigo. The 

mouse litters (male and female pups, Janvier labs) were housed in open cages under standardized 
conditions and adult mice (aged from 5 to 12 weeks old) were housed in ventilated cages. All mice 
were housed in conditions with a 12-hr light/dark cycle, stable temperature (22°C +/- 1°C),  
controlled humidity (55 +/- 10%), with food and water ad libitum. Animal care was performed in 
accordance with the Sorbonne University animal care committee regulations that complies with the 
commonly accepted “3Rs”. 

Lesion of dopaminergic neurons and post-operative care 
Mice were anesthetized using 4% isoflurane in air and placed in a stereotaxic frame on a 

heating pad. The anesthesia was maintained with 1 to 2% of isoflurane. 6-OHDA hydrochloride was 
dissolved in saline solution (4 µg/kg) with 0.02 % ascorbic acid and kept at 4°C in the dark. The 6-
OHDA solution was injected into the medial forebrain bundle (mfb) at the following coordinates (in 
mm relative to bregma) : AP = -1.2, ML = -1.3, DV = -4.75 (Franklin & Paxinos, 2007). Control 
mice were prepared in the same conditions except that the injected solution contained no 6-OHDA. 

Before the start of surgery, mice received desipramine (25 µg/kg) by subcutaneous injection 
to protect noradrenergic neurons from the 6-OHDA. Buprenorphine (Buprecare, 0.1 mg/kg) was 
injected intraperitoneally in the morning and at the end of the surgery day. 

During days following 6-OHDA surgery, mice were kept on a heating pad. Three times per 
day, they received sterile 4% glucose-saline solution and were fed by hand with sweetened milk. In 
addition, they had unlimited access to jelly food (ClearH2O, Dietgel Boost and Recovery) until 
complete recovery and weight regain.

L-DOPA treatment 
L-DOPA methyl ester and benserazide-hydrochloride (12 mg/kg) to inhibit peripheral DOPA 

decarboxylase were dissolved in saline solution. Two to three weeks after 6-OHDA surgery, mice 
were daily injected with this solution intra-peritoneally, with 3 mg/kg during the first week and then 
6 mg/kg. 

Quantification of AIMS during L-DOPA treatment
Quantitative evaluation of abnormal involuntary movements (AIMs) were performed during 

the second week of L-DOPA treatment. Each mouse was placed in a transparent cage during 180 
min and was observed individually for 1 min every 20 min, starting 20 min after L-DOPA or saline 
treatment. Three AIMs were evaluated: orolingual AIMs (abnormal jaw movement and contralateral 
tongue protrusion), axial AIMs (twist of the head and upper body toward the contralateral side to 
the lesion) and limbic AIMs (abnormal movement of the contralateral forelimb, corresponding to 
shaking and grabbing movements). Each type of AIM was score from 0 to 4 with the following 
criteria : 0 = absent, 1=present during less than half of the observation time, 2=present during more 
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than half of the observation time, 3=present the full time but interrupt by a visual cue, 4= present 
the full time and uninterrupted by visual cue. 

Biosensor imaging in adult and pup mouse brain slices
The day before biosensor imaging, adult mice underwent a second stereotaxic surgery to 

inject Sindbis virus for biosensor expression. Mice were anesthetized using 4% of isoflurane in air 
and placed in a stereotaxic frame on a heating pad. The anesthesia was maintained using 1 to 2% of 
isoflurane. Sindbis virus-containing solution was injected twice into the dorsal striatum at the 
following coordinates (in mm relative to bregma) : AP = +1.3 , ML = -1.9, DV = -2.8 and AP = 
+0.3 , ML = -2.0 , DV = -2.8 (Franklin & Paxinos, 2007). Buprenorphine (Buprecare, 0.1 mg/kg) 
was injected intraperitoneally before the start of the surgery day. 

The day after, mice were anesthetized using 5% of isoflurane, decapitated and the brain 
quickly removed and immersed in ice-cold solution of the following composition : 130 mM K-
gluconate, 20 mM HEPES, 25 mM glucose, 14 mM KCl, 2 mM EGTA, 1 mM CaCl2, 6 mM MgCl2, 
0.05 µM D-APV, 0.5 µM minocycline at pH 7.4. Coronal striatal brain slices were cut with a 
VT1200S microtome (Leica) (250 µm). The slices were incubated for 20 min in a ice-cold solution : 
225 mM D-mannitol, 25 mM glucose, 25 mM NaHCO3, 2.3 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 1 mM 
CaCl2, 6 mM MgCl2, 0.05 µM D-APV, 0.5 µM minocycline, saturated with 5% CO2 and 95% O2. 
The slices were then incubated at 32°C in the recording solution (125 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 1 
mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 20 mM glucose, 2.5 mM KCl and 5 mM 
sodium pyruvate saturated with 5% CO2 and 95% O2).

Pup mice were decapitated and the brain quickly removed and immersed in ice-cold solution 
of the following composition: 125 mM NaCl, 0.4 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1.25 mM NaH2PO4, 
26 mM NaHCO3, 20 mM glucose, 2.5 mM KCl, 5 mM sodium pyruvate and 1 mM kynurenic acid, 
saturated with 5% CO2 and 95% O2. Coronal striatal brain slices were cut with a VT1200S 
microtome (Leica) (300 µm). The slices were incubated in this solution for 30 minutes and then 
placed on a Millicell-CM membrane (Millipore) in culture medium (50% Minimum Essential 
Medium, 50% Hanks’ Balanced Salt Solution, 5.5 g/L glucose, penicillin-streptomycin, Invitrogen). 
The cAMP biosensor Epac-SH150 (Polito et al., 2013) or AKAR4 biosensor (Depry et al., 2011) 
were expressed using the Sindbis virus as vector (Ehrengruber et al., 1999): the viral vector was 
added on the brain slices (~5 x 105 particles per slice), and the infected slices were incubated 
overnight at 35°C under an atmosphere containing 5% CO2. Before the experiment, slices were 
incubated for 30 min in the recording solution (125 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1.25 
mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 20 mM glucose, 2.5 mM KCl and 5 mM sodium pyruvate 
saturated with 5% CO2 and 95% O2). Recordings were performed with a continuous perfusion of 
the same solution at 32°C.

Solutions were prepared from powders purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin-Fallavier, 
Isère, France). Tetrodotoxin was from Latoxan (Valence, France). Other drugs were from Tocris 
Bio-Techne (Lille, France).
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Imaging was performed in the dorso-medial part of the striatum. Wide-field images were 
obtained with an Olympus BX50WI or BX51WI upright microscope with a 40x 0.8 numerical 
aperture water-immersion objective and an ORCA-AG camera (Hamamatsu). Images were acquired 
with iVision (Biovision, Exton, PA, USA). The excitation and dichroic filters were D436/20 and 
455dcxt. Signals were acquired by alternating the emission filters, HQ480/40 for donor emission, 
and D535/40 for acceptor emission, with a filter wheel (Sutter Instruments, Novato, CA, USA). 
Filters were obtained from Chroma Technology and Semrock. The LED light source (420 nm with a 
436 nm excitation filter) for donor excitation was purchased from Mightex (Toronto, Canada). The 
frequency of data acquisition was usually 1 image pair every 30 to 60 seconds.

Wide-field imaging allowed for the separation of ChINs from MSNs, provided that the 
infection level was kept low and no fluorescence overlap between neighboring neurons was 
observed. In a few cases, cells were excluded when basal ratio was elevated, when the response to 
maximal stimulation was lacking or when the neuronal morphology was altered (uneven cell 
contours). 

An application of TTX (200 nM) for 5 min preceded drug applications to stop any ongoing 
spontaneous activity.

Immunohistochemistry
Slices used for biosensor imaging were placed for 2h in 4% paraformaldehyde (PFA) solution 

in phosphate buffer saline (PBS) for tissue fixation. After washing, brain slices were kept in a 
frozen-adapted solution (30% ethylene glycol and 30% glycerol in PBS). For the immunostaining, 
slices were incubated for 2h in blocking solution (1% BSA, 0.2% Triton X100, 2% goat serum), 
followed by an overnight incubation, at 4°C, under agitation, with primary antibodies (rabbit anti-
tyrosine hydroxylase, ab152, Abcam, diluted 1/1000 in blocking solution. The day after, brain slices 
were washed and incubated with secondary antibodies for 2h, room temperature, under agitation. 
After washing, brain slices are observed under epifluorescent microscope (4x magnification).

Western-blot analysis 
Half striatums were resuspended in 200µl of Neuronal Protein Extraction Reagent (N-PER, 

Thermofischer Scientific) plus Complete Protease Inhibitor mixture (Roche Diagnostics) and 
sonicated (5 cycles of 10 sec ON and 10 sec OFF). The lysates were centrifuged at 13 000 g for 10 
min at 4°C, and the supernatant was collected. Striatum lysates (30µg of protein) were analyzed by 
sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis on 4–12% gradient gels (in MOPS 
running buffer, Invitrogen NuPAGE system) followed by transfer to nitrocellulose membranes. 
After blocking 1 h at room temperature in Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20 (TBS-T) 
(20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.1% Tween 20) and 5% fat-free milk, membranes were 
incubated in the same buffer overnight at 4°C with primary antibodies (PDE2A, PD2A-101AP, 
Fabgennix, 1/1000 ; Tyrosine Hydroxylase, ab152, Merck, 1/2000 ; beta-actin, A5441, 1/4000). 
Membranes were washed three times in TBS-T, and incubated with horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated secondary antibodies for 1 h at room temperature. After TBS-T washes, signals were 
measured with a ChemiDoc Imaging System (Biorad, Marnes-la-Coquette, France). Equal protein 
loading and transfer efficiency were determined by Ponceau Red staining after electrotransfer and 
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Beta-actin detection. The density patterns were analyzed with ImageJ software (National Institutes 
of Health, Bethesda, Maryland, USA) and normalized to the density of b-actin.

Image analysis
Images were analyzed with custom routines, Ratioscope (Mota et al., 2021b), written in the 

IGOR Pro environment (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) as described previously (Polito et 
al., 2014). No correction for bleed-through or direct excitation of the acceptor was applied. 
Biosensor activation level was quantified by ratiometric imaging: donor fluorescence divided by 
acceptor fluorescence for Epac-SH150, and acceptor divided by donor for AKAR4. The emission 
ratio was calculated for each pixel and displayed in pseudo-colour images, with the ratio value 
coded in hue and the fluorescence of the preparation coded in intensity. 

Statistical tests were performed using the same Ratioscope package. Brain slices were 
considered as independent. One experiment is defined as one brain slice being used in a protocol 
such as that illustrated in Figure 1. Only a single experiment was performed on each brain slice. 
Responses obtained from all neurons of the same type in one experiment were averaged together. 
Statistics were calculated per experiment (N); (n) indicates the total number of neurons per 
condition; (A) indicates the number of animals used for preparing all the brain slices used per 
condition. No outlier was excluded in this study. The alpha level for statistical significance was 
fixed at 0.05, indicated by * in figures and tables. n.s. indicates that the test was not significant. For 
some conditions, the Shapiro-Wilk test rejected the hypothesis of normal data distribution and 
therefore non-parametric statistics were used throughout this study. The Wilcoxon signed rank test 
was used for paired data. The Wilcoxon-Mann-Whitney test was used to test whether the treatment 
increased the ratio value for unpaired data. Kruskal-Wallis followed by Dunn tests were used for 
more than 2 conditions.

UV uncaging
Photo-release of dopamine from “caged” precursor NPEC-DA was performed using high 

power 360 nm light-emitting diodes mounted on the epifluorescence port of the microscope, for 0.5 
s duration with 14 mW power  at the exit of the microscope objective. The combination of light-
emitting diodes at 360 nm (for uncaging) was purchased from Mightex (Toronto, Canada). The 
frequency of data acquisition was increased to 0.2 Hz in order to resolve peak dynamics, starting 5 
to 10 data points before dopamine uncaging. 

Estimates of cAMP concentration
Ratiometric imaging can be used to determine absolute analyte concentrations, with ratio 

values following a Hill equation from Rmin, the ratio in the absence of ligand, to Rmax, the ratio in 
the presence of saturating ligand (Grynkiewicz et al., 1985). For Epac-SH150, ratio values were 
translated into corresponding cAMP concentration estimates using a Hill equation with a Kd of 10 
µM and a Hill coefficient of 0.77 (Polito et al., 2013; Klarenbeek et al., 2015). Rmax was 
determined for each neuron by the final application of 13 µM forskolin and 200 µM IBMX. The 
basal ratio in pup striatal slices has been estimated by inhibiting adenylyl cyclases with 200µM 
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SQ22536, which decreased the ratio by 0.037 ratio units to reach the minimal ratio, Rmin (Mota et 
al., 2021a). This basal ratio value of 0.037 was subtracted from baseline ratio when estimating 
cAMP concentration
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Results

Nitric oxide (NO) down-regulates cAMP and PKA response to brief  D1R stimulation
Our previous work showed that striatal PDEs regulate cAMP/PKA signaling in response to 

transient dopamine in MSNs (Polito et al., 2013; Mota et al., 2021a). We observed that PDE10A is 
necessary to reduce the cAMP/PKA signal down to the baseline whereas PDE2A and PDE4B 
preferentially operate on moderate to high cAMP levels. Previous studies clearly show that PDE2A 
activity can be enhanced by the NO/cGMP signaling pathway (Polito et al., 2013). Here we aim at 
further understanding the functional role of PDE2A when its activity is increased by cGMP.  

First, we monitored cAMP and PKA responses to dopamine in the striatum of young mice (7 
to 12 days old) with FRET biosensors. We tested the effect of NO/cGMP signaling on cAMP level 
increase after D1 receptor stimulation in the striatum. The cAMP biosensor Epac-SH150 was 
expressed by viral transfection in mouse striatal brain slices from young mice (7 to 12 days old). We 
imaged in real time, with a wide-field microscope, the intracellular cAMP variations in individual 
D1 MSNs following a transient dopaminergic stimulation (Figure 1 A-B). This stimulation was 
performed by a caged-derivative of dopamine, NPEC-DA (1 µM), which has no effect by itself on 
the cAMP level. After the diffusion of the compound into the brain slice, a flash of UV light was 
applied and dopamine was immediately released in the striatum. This dopamine release transiently 
increased cAMP levels in D1 MSNs in the field of view (Figure 1A, B, D). These transient 
responses to dopamine have already been described: they are dose-dependent and could be 
reproduced several times with 20 min recovery time in between, with no significant changes in 
amplitude or kinetics (Betolngar et al., 2019; Yapo et al., 2017). Thus, we perform a second release 
of dopamine in the presence of a NO donor (DEANO, 10 µM) to stimulate the cGMP pathway. 
DEANO alone did not change the basal ratio of the biosensor in D1 MSNs but it significantly 
decreased the amplitude of the already small cAMP response triggered by 1µM dopamine. At the 
end of the protocol, the selective D1-like agonist SKF-81297 (SKF, 100 nM) was applied in the 
bath to confirm the identity of D1 MSNs. Then, the maximal ratio response (Rmax) of the biosensor 
was reached by stimulating cAMP production using adenylyl cyclase agonist (forskolin, fsk, 13 
µM) together with a non-specific PDEs inhibitor (IBMX, 200 nM). This maximal response was 
used for normalization. The same experiment was performed 6 times, each response was normalized 
to the maximal response and the average response for each condition is displayed in Figure 1D. The 
amplitude of the dopamine response is decreased by the DEANO treatment: in control conditions, 
the amplitude of the dopamine response reached 0.19 of the maximal response, whereas in the 
presence of DEANO the amplitude was 0.14, statistically different (Test Wilconxon ; p < 0,05).
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Figure 1: NO donor reduces the cAMP/PKA response to transient dopamine in D1 MSNs. The 
Epac-SH150 biosensor was expressed in striatal brain slices from pup mice and imaged with wide-
field microscopy. (A) top: field of view showing the fluorescence at 535 nm (F535). The region of 
interest on individual neurons defines the area used to measure the ratio (F480/F535). below:  
pseudo-color images (a-f) of the region indicated by the rectangle in the field of view and corre-
sponding to the time points on the graph B. (B) The graph represents the variations in the emission 
ratio reporting intracellular cAMP concentration in D1 MSNs. Each trace on the graph indicates 
the emission ratio measured on the cell body of individual neurons. Horizontal bars represent the 
application time of the different drugs. Dopamine (1 µM) is released from NPEC-DA by a flash of 
UV light which increases cAMP levels in D1 MSNs. After recovery, this protocol was executed 
again in the presence of DEANO, which produced a smaller increase in cAMP. SKF-81297 (100 
nM) increased cAMP level specifically in D1 MSNs, confirming their identity. Forskolin (fsk, 13 
µM) and IBMX (200 µM) maximally increased cAMP levels. (C) Schematic representation of 
cAMP/PKA and NO/GMPc signalings in D1 MSNs. (D) Average traces and amplitude measure-
ments: the graph on the left shows the average ratio of the first and the second peak of dopamine 
(normalized to the fsk and IBMX response) from 6 individual experiments: black line corresponds to 
the control dopamine response (1 µM DA) and the red line corresponds to the dopamine response in 
the presence of DEANO. Right: plot displays the peak amplitude of dopamine responses in D1 
MSNs for dopamine control response (1µM DA) and dopamine response in the presence of DEANO 
(1µM DA + DEANO) (N=6). (E) Same as D except that the AKAR4 biosensor was used to report 
PKA-dependent phosphorylation (N=6). The average of the different repeats is represented with a 
square symbol. * indicates a statistically significant difference 

Then we used the PKA biosensor, AKAR4 (Depry et al., 2011), to evaluate the efficacy of 
DEANO down-regulating the response to dopamine at the PKA level. The ratio variations represent 
the equilibrium between the phosphorylation by PKA and dephosphorylation by phosphatase (here 
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described as PKA activity). The transient release of dopamine in the brain slice triggered a transient 
increase in PKA activity in D1 MSNs. As previously shown, the amplitude at the PKA level is 
larger than at the level of cAMP, as expected from PKA responding to low cAMP concentrations. 
The activation of the NO/cGMP signaling pathway by the NO donor (DEANO, 10µM) significantly 
decreased the amplitude of this response, without suppressing it (Figure 1E, NPEC-DA 1 µM : 0.68 
of the Rmax and NPEC-DA 1 µM + DEANO 10 µM : 0.51 of Rmax, N = 6). 

Figure 2: NO donor decreases sustained cAMP/PKA signal induced by continuous stimulation of 
D1 receptors. The AKAR4 biosensor was expressed in striatal brain slices from pup mice and 
imaged with wide-field microscopy. (A) top left: field of view showing the fluorescence at 535 nM 
(F535). The regions of interest on individual neurons define the area used to measure the ratio 
(F535/F480). Pseudo-color images (a-e) of the region indicated by the rectangle in the field of view 
and corresponding to the time points on the graph below. Below: each trace on the graph indicates 
the emission ratio corresponding to the PKA-dependent phosphorylation level and measured on the 
cell body of individual neurons, identified as D1 MSNs. Horizontal bars represent the application 
time of the different drugs. SKF-81297 (1 nM) increased the ratio in D1 MSNs and DEANO (10 
µM) reduced this response. Forskolin (fsk, 13 µM) and IBMX (200 µM) maximally increased cAMP 
levels. (B-C) Plots display the average of the response to SKF-81297 (SKF 1 nM) alone or in 
presence of DEANO (SKF 1 nM + DEANO) obtained with Epac-SH150 biosensor (N=11, B) or 
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AKAR4 biosensor (N=3, C) . The average of the different repeats is represented with a square 
symbol. * indicates a statistically significant difference. The number of repetitions will be increased 
during the next few weeks to allow statistical analysis.

We then evaluated the efficiency of the NO/cGMP signaling down-regulating the cAMP/PKA 
response triggered by long-lasting and weak D1 receptor stimulation. Continuous bath application 
of submaximal doses of the selective D1 receptor agonist, SKF (1 nM) alone or in the presence of 
DEANO had very little effect on basal cAMP (SKF 1 nM: 0.10 of Rmax versus SKF+DEANO 10 
µM: 0.02 of Rmax, N = 11). However, with the more sensitive AKAR4 biosensor, we observed a 
large and long-lasting, yet submaximal, increase in PKA activity. Application of DEANO on top of 
this response decreased the PKA signal (SKF 1 nM: 0.68 of Rmax versus SKF with DEANO 10 
µM: 0.10 of Rmax, N = 3)  

Altogether these results clearly show that the PDE2A activation by the NO/cGMP signaling 
efficiently moderates the cAMP/PKA response to D1 receptor activation. 

Increased cAMP and PKA responses to D1 receptor stimulation in parkin-
sonian mice

We next adapted our protocol to record the cAMP/PKA responses in the 6-OHDA mouse 
model of Parkinson’s disease. Saline (for sham mice) or 6-OHDA (for hemi-parkinsonian mice) 
solution was injected in adult mice unilaterally, either into the medial forebrain bundle (mfb) or in 
the dorsal striatum by stereotactic surgery (Francardo et al., 2011). Two to three weeks later, the 
sindbis virus coding for Epac-SH150 or AKAR4 was injected in vivo at two sites in the dorsal 
striatum (see methods) and biosensor monitoring in brain slices was performed in brain slices the 
next day (Figure 3A). The 6-OHDA lesion in hemi-parkinsonian mice was confirmed for every 
animal by a loss of tyrosine hydroxylase (TH) immunoreactivity in the dorsal striatum as seen by 
immunohistochemistry and western blot  (see below).
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Figure 3: Hypersensitive response to dopamine in D1 MSNs in 6-OHDA lesioned mice. The 
Epac-SH150 biosensor was expressed in striatal brain slices from adult mice and imaged with 
wide-field microscopy. (A) Timeline of experiments. Mice (8-11 weeks old) were injected with 6-
OHDA or saline (sham-operated) solution into the mfb. After three weeks of recovery, biosensor-
expressing Sindbis virus were injected into the dorsal striatum and the day after, biosensor imaging 
was performed on acute brain slices. Slices were fixed for TH-immunostaining to confirm the 
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dopaminergic lesion for each animal. (B-C) left: field of view showing the fluorescence at 535 nM 
(F535) in brain slices from 6-OHDA lesioned mice (B) or sham-operated mice (C). Pseudo-color 
images (a-f and a-d) of the region indicated by the rectangle and corresponding to the time points 
on the graph. Right: Graph represents the emission ratio reporting the intracellular cAMP 
concentration measured on the cell body of individual D1 MSNs. Horizontal bars represent the 
application time of the different drugs. Dopamine (1 or 10 µM) is released from NPEC-DA by a 
flash of UV light. SKF-81297 (100 nM) increased cAMP level specifically in D1 MSNs, confirming 
their identity. Forskolin (fsk, 13 µM) and IBMX (200 µM) maximally increased cAMP levels. (D-E) 
Average traces and amplitude measurements for Epac-SH150 biosensor. The graph on the left 
shows the average ratio during the response to dopamine (1  and 10 µM) normalized to maximal 
forskolin and IBMX response from individual experiments in 6-OHDA lesioned mice (D) and sham 
mice (E). Right: plots display the peak amplitude of dopamine responses in D1 MSNs for each dose 
of dopamine tested in 6-OHDA mice (D) and sham mice (E) (F, G) Same as D-E except that the 
AKAR4 biosensor was used to report PKA-dependent phosphorylation (H) Average traces and 
amplitude measurements for dopamine effects (10 µM) on AKAR4. Traces display the normalized 
responses to dopamine alone in sham mice (N=5), dopamine in the presence of monoamine 
reuptake inhibitors (GBR12783 (GBR, 1 µM) + desipramine (desi, 1 µM))(N=4) and dopamine 
alone in 6-OHDA lesioned mice (N=6). (D) 1µM N=11 ; 10 µM N=7 (E) 1 µM N=8 ; 10µM N=7 
(F) 1 µM N=5 ; 10 µM N=6 (G) 1 µM N=3 ; 10 µM N=5. The average of the different repeats is 
represented with a square symbol.

We evaluated the dopamine response in sham and hemi-parkinsonian mice using Epac-SH150 
and AKAR4 (Figure 3). The biosensor signal was monitored in individual D1 MSNs during the 
response triggered by NPEC-DA (1 µM or 10 µM) uncaging. At the end of the protocol, the 
selective D1-like agonist SKF-81297 (SKF, 100 nM) was applied in the bath to confirm the identity 
of D1 MSNs. Then, the maximal ratio response of the biosensor was reached by forskolin (fsk, 13 
µM) and IBMX (200 µM). In hemiparkinsonian mice, dopamine uncaging in the brain slice 
transiently increased cAMP levels in D1 MSNs (Figure 3B). The amplitude of the cAMP responses 
were not statistically different between 1 and 10 µM of NPEC-DA uncaging (NPEC-DA 1 µM: 0.36 
of Rmax, N=11 and NPEC-DA 10 µM: 0.38 of Rmax, N=7), but the duration of the response was 
longer with 10 µM NPEC-DA than with 1 µM (Figure 3D).

The same protocol was performed with the AKAR4 sensor (Figure 3F). As expected from the 
higher sensitivity of this biosensor, dopamine uncaging in the brain slice triggered large and long-
lasting PKA responses in D1 MSNs (NPEC-DA 1 µM: 0.67 of Rmax, N=5 ; NPEC-DA 10 µM 0.75 
of Rmax, N=6).

The D1 response in slices from sham mice strongly departed from the response measured in 
slices from hemi-parkinsonian animals:  no detectable cAMP response to this dopamine uncaging 
protocol (NPEC-DA, 1 or 10 µM) was observed, although bath application of the D1 receptor with 
the selective agonist SKF-81297 (100 nM) applied at the end of the experiment triggered a large 
cAMP response (figure 3C, 3F). The same protocol was performed with the AKAR4 biosensor 
(figure 3G). As observed at cAMP level, there was no response to transient dopamine in sham mice 
whereas the SKF application efficiently increased in PKA activity (data not shown).

In adult mice, the striatum is highly innervated by DA terminals responsible for efficient 
dopamine re-uptake. We hypothesize that this re-uptake mechanism, intact in non-lesioned mice, 
but absent in 6-OHDA lesioned mice, by quickly lowering dopamine concentration, prevents the 



Activating PDE2A in LID 15

activation of D1 receptors by dopamine. Therefore, we selectively inhibited the dopamine 
transporter (DAT) and noradrenaline transporter (NAT) with GBR12783 (GBR, 1 µM) and 
desipramine (desi, 1 µM), respectively. In these conditions, the release of dopamine (10 µM) in the 
brain slice increased the PKA signal, confirming that dopamine re-uptake dampens the response to 
dopamine in non-lesioned mice. However, the response to dopamine was still smaller in amplitude 
and duration, when compared to hemi-parkinsonian mice (Figure 3H) (SHAM, NPEC-DA : 0.90 of 
Rmax N=5 ; SHAM, NPEC-DA+GBR+desi: 0.45 of Rmax N=4 ; 6-OHDA, NPEC-DA: 0.75 of 
Rmax, N=6). These results suggest that in the hemi-parkinsonian mouse model, transient dopamine 
triggers large cAMP levels and PKA responses to dopamine that are lacking in sham-operated mice. 
These results are consistent with the hypersensitive cAMP/PKA responses to dopamine observed in 
Parkinsonian mice and described in the literature (Alcacer et al., 2012; Jones-Tabah et al., 2020; 
Mariani et al., 2019). 

PDE2A activation moderates the  hypersensitive cAMP responses in 6-
OHDA mice

Here we aim at evaluating whether the activation of PDE2A by NO/cGMP signaling 
efficiently reduces excessive cAMP levels after D1 receptor stimulation in Parkinsonian mice. We 
first observed with Western-blot analysis that the expression levels of PDE2A protein in the dorsal 
striatum are similar in 6-OHDA and in sham mice. No differences in PDE2A expression were 
observed in the left and right hemisphere of sham and 6-OHDA mice (figure 4A). As expected, the 
6-OHDA lesion striatum (right brain hemisphere, R) lacks tyrosine hydroxylase (TH), confirming 
the success of dopamine terminal lesion whereas in the non lesioned striatum (left brain 
hemisphere, L) TH was largely expressed. In sham mice, TH protein was detected in both striatal 
hemispheres, with no significant difference between them. We then monitored the effect of the NO 
donor in the cAMP responses to dopamine. A first release of transient dopamine (3 µM) displayed a 
transient increase in cAMP levels. After cAMP level returned to baseline, a second release of 
dopamine was performed in the presence of the NO donor (DEANO, 10 µM), which significantly 
decreased the amplitude of this cAMP response (NPEC-DA 3 µM: 0.44 of Rmax versus dopamine 
with DEANO: 0.27 of Rmax, N=6). A third trial of dopamine release was performed in the presence 
of both DEANO and a selective PDE2A inhibitor (PF-05180999, ‘PF-05’, 1 µM), which restored 
the amplitude of the cAMP response (NPEC-DA + DEANO + PF-05: 0.50 of Rmax, N=6). At the 
end of the protocol, D1 receptor agonist was applied to confirm the identity of D1 MSNs, and the 
maximal ratio was obtained using fsk and IBMX.  

As in young mice (Betolngar et al., 2019; Yapo et al., 2017), these dopamine responses were 
repeatable 3 times in the same slice, with  no changes in amplitude or kinetics were observed 
(supplementary data). 
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Figure 4 : Stimulation of PDE2A activity by NO donor reduces hypersensitive cAMP responses in 
D1 MSNs of 6-OHDA lesioned mice. (A) Western blot analysis of PDE2A and tyrosine hydroxylase 
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(TH) expression of the right (R) and left (L) striatum of four representative control mice (Sham) and 
four representative 6-OHDA-lesioned mice (unilateral lesion of the right striatum). (B) Striatal 
brain slices from adult 6-OHDA-lesioned mice expressing Epac-SH150 biosensor were imaged with 
wide-field microscopy. The regions of interest on individual neurons define the area used to measure 
the ratio (F480/F535). Pseudo-color images (e-f) of the region indicated by the rectangle in the 
field of view and corresponding to the time points on the graph. Graph represents the emission ratio 
reporting the intracellular cAMP concentration measured on the cell body of D1 MSNs. Horizontal 
bars represent drug applications. Dopamine (3 µM) is released by a flash of UV light and increases 
transiently cAMP level in D1 MSNs. DEANO (10 µM) reduced the amplitude of a second dopamine 
release and this effect was abolished by PDE2A inhibition (PF-05, 1 µM) in a third dopamine 
release. SKF-81297 (100 nM) increased cAMP level specifically in D1 MSNs, confirming their 
identity. Forskolin (13 µM) and IBMX (200 µM) maximally increased cAMP levels. (C) Left: 
average traces normalized to the maximal response to forskolin and IBMX. Dopamine response 
(DA 3 µM) alone, in the presence of the NO donor DEANO) or in the presence of DEANO and the 
PDE2A inhibitors (iPDE2, PF-05). Right: plots display the peak amplitude of dopamine responses 
in D1 MSNs for each condition (N=6). The average of the different repeats is represented with a 
square symbol. * indicates a statistically significant difference.

PDE2A activation down-regulates cAMP responses in dyskinetic mice
In 6-OHDA mice, L-DOPA treatment induced excessive activity in some D1 MSNs resulting 

in the development of dyskinesia (Girasole et al., 2018). We thus wanted to test whether PDE2A 
activation might moderate the D1 response to dopamine in brain slices from dyskinetic mice. Three 
weeks after 6-OHDA injection into the mfb, mice were daily injected intraperitoneally with L-
DOPA (3 mg/kg during the first week and then 6 mg/kg) (figure 5A). Benserazide was added to the 
solution to prevent peripheral L-DOPA decarboxylation. Some mice were injected with saline 
solution and considered as hemi-parkinsonian mice after the validation of the lesion by TH-
immunochemistry. After two to three weeks of treatment (saline or L-DOPA), dyskinesia were 
evaluated by AIMS scoring (Francardo et al., 2011) (figure 5B). Only L-DOPA-treated mice with a 
total AIMS score significantly higher than saline-treated mice were considered as dyskinetic mice. 
As in hemi-parkinsonian mice, virus was injected in two sites of the dorsal striatum by stereotaxic 
surgery for biosensor expression. The day after, acute brain slices were prepared and imaging was 
performed.

We monitored cAMP changes after NPEC-DA uncaging (3 µM). As in hemi-parkinsonian 
mice, the control response was a transient increase in cAMP level in D1 MSNs. The application of 
DEANO (10 µM) moderated the cAMP response. The addition of PF-05 (1 µM) to DEANO 
restored the response amplitude in a third trial, indicating that the effect of DEANO was mediated 
by PDE2A (NPEC-DA 3µM: 0.44 of Rmax ; NPEC-DA+DEANO: 0.19 of Rmax ; NPEC-
DA+DEANO + PF-05: 0.46 of Rmax, N=5).

Together these results indicate that the excess of cAMP level in response to transient 
dopamine in hemi-parkinsonian and dyskinetic mouse brain slices is efficiently moderated by the 
activation of NO/cGMP signaling pathway, through a PDE2A dependent mechanism.



Activating PDE2A in LID 18

Figure 5 : Stimulation of PDE2A activity reduces the amplitude of cAMP responses to dopamine 
in the mouse model of L-DOPA-induced dyskinesia. (A) Timeline of the experiment. Mice (8-11 
weeks old) were injected with 6-OHDA solution into the mfb. After three weeks of recovery, mice 
were daily treated with L-DOPA (3 mg/kg during the first week and then 6 mg/kg) and benserazide 
(12 mg/kg). Biosensor-expressing Sindbis virus were injected into the dorsal striatum and the day 
after, biosensor imaging was performed on acute brain slices. Slices were fixed for TH-immunos-
taining to confirm the dopaminergic lesion (B) Quantitative evaluation of AIMs after L-DOPA 
treatment Left: the duration and score of orolingual (red), limbic (blue) and axial (green) AIMs at 
day 10 of L-DOPA treatment. Right : the sum of orolingual, limbic and axial AIMs at day 10 of L-
DOPA treatment obtained in each dyskinetic mouse. (C) The Epac-SH150 biosensor was expressed 
in striatal brain slices from dyskinetic mice and imaged with wide-field microscopy. Pseudo-color 
images (a-h) of the region indicated by the rectangle in the field of view and corresponding to the 
time points on the graph D. (D) Graph represents the emission ratio reporting the intracellular 
cAMP concentration measured on the cell body of individual neurons. Horizontal bars represent 
drug applications. The protocol is the same as described in Figure 4. (E) Left: average traces 
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normalized to the maximal response forskolin and IBMX. Dopamine control response (DA 3 µM) 
alone or in the presence of DEANO (DEANO, 10 µM) and PF-05 (PF, 1 µM) Right: plots display 
the peak amplitude of dopamine responses in D1 MSNs for each condition (N=6) The average of 
the different repeats is represented with a square symbol. * indicates a statistically significant 
difference.

PDE2A activation moderates the PKA response to dopamine in dyskinesia
Since PDE2A stimulation is sufficient to decrease cAMP level after transient dopamine 

release without suppressing the response, we tested whether stimulation of PDE2A on sustained 
dopamine stimulus was sufficient to reduce PKA activity. The application of continuous dopamine 
(3 µM) leads to an increase of PKA activity specifically in D1 MSNs, which remains stable as long 
as dopamine was present in the bath. Application of DEANO (10 µM) on the top of this steady state 
response reduced the  PKA-dependent phosphorylation level by 20% (dopamine 3 µM: 0.73 of 
Rmax ; dopamine and DEANO: 0.53 of Rmax, N=6) and this was reversed by the application of the 
PDE2A inhibitor PF-05 (dopamine, DEANO and PF-05: 0.78 of Rmax) (figure 6A-C). When 
PDE2A was inhibited before the application of DEANO, this one had no effect on PKA signal 
(figure 6D). Although the PDE2A inhibitor alone does not increase the phosphorylation level, it 
prevents the effect of DEANO. These results showed that PDE2A stimulation reduces but does not 
suppress cAMP/PKA signaling pathway in dyskinetic mouse brain slices.
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Figure 6 : Stimulation of PDE2A activity by a NO donor reduces PKA activity in response to 
continuous stimulation of D1 receptors by dopamine. The AKAR4 biosensor was expressed in 
dyskinetic mice. Striatal brain slices were imaged with wide-field microscopy. Pseudo-color images 
(a-f) of the region indicated by the rectangle in the field of view and corresponding to the time 
points on the graph B. (B) Each trace on the graph reports the emission ratio corresponding to the 
PKA-dependent phosphorylation level measured on the cell body of individual neurons. Horizontal 
bars represent drug applications. Continuous dopamine (3µM) application in the bath increases 
PKA-dependent phosphorylation level in D1 MSNs. DEANO (10 µM) application decreased the 
PKA response and this effect was reverted by PDE2A inhibitor (PF-05, 1 µM). Forskolin (13 µM) 
and IBMX (200 µM) maximally increased cAMP levels. (C-D) Plots display the average of the 
response to sustained dopamine (DA) applied alone, in presence of DEANO (10 µM) or in the 
presence of DEANO and PF-05 (1 µM). The average of individual experiments is represented by a 
square symbol. * indicates a statistically significant difference, n.s. non significant 
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Discussion
Using biosensor imaging in the striatum of adult mice our work confirms and extends 

previous observations on signaling dys-regulations in hemi-parkinsonian and dyskinetic mice. Our 
results  suggest that PDE2A activation may constitute a novel therapeutic strategy to moderate the 
cAMP/PKA signaling pathway which becomes pathologically high in D1 MSNs during L-DOPA-
induced dyskinesia. 

In agreement with previous studies we observed that cAMP and PKA responses to dopamine 
were increased in hemi-parkinsonian and dyskinetic-mice. Indeed, administration of L-DOPA is 
associated with the hyper-phosphorylation of the PKA targets, such as DARPP-32, GluA1 or 
∆Fos-B (Bateup et al., 2010; Alcacer et al., 2012; Aubert et al., 2005; Santini et al., 2007; Feyder et 
al., 2016; Andersson et al., 1999; Santini et al., 2008). In this context, PKA signaling appears as an 
important mediator of these effects because its pharmacological intrastriatal inhibition partially 
reduces the intensity of LID and its molecular correlates such as ΔFosB accumulation (Santini et al., 
2007; Lebel et al., 2010).

The hypersensitivity to dopamine observed in D1 MSNs is not related to D1 receptors, as 
their expression levels are not significantly changed following DA depletion in animal models 
(Savasta et al., 1988; Herve et al., 1989; Gerfen et al., 1990; Hervé, 2011; Pavón et al., 2006) or in 
PD patients (Nikolaus, 2009). This sensitization to dopamine relies on increased levels of Gαolf 
protein, observed in PD patients and rodents after DA depletion (Hervé et al., 1993; Corvol et al., 
2004; Alcacer et al., 2012; Ruiz-DeDiego et al., 2015; Morigaki et al., 2017; Mariani et al., 2019)
(Marcotte, 1994).

As previously reported, transient dopamine triggered a large increase in cAMP levels and 
PKA activity in juvenile mice (Castro et al., 2013; Yapo et al., 2017). In adult mice, our biosensor 
approach only detects a response to transient dopamine when DAT and NAT transporters were 
inhibited, in agreement with efficient dopamine re-uptake in adult brain slices (Patriarchi et al., 
2018). However, these responses remained very small in amplitude and duration, compared to the 
responses observed in juvenile mice or 6-OHDA mice. 

Several studies have reported morphological and electrophysiological changes in 
dopaminergic neurons and MSNs during the first three postnatal weeks in rodents (Lieberman et al., 
2018; Tepper et al., 1998; Tepper & Trent, 1993; Valtcheva et al., 2017; Voorn et al., 1988). During 
this juvenile period, MSNs are in a hyper-excitable state before evolving into a more mature state 
(Lieberman et al., 2018). Our experiments in these mice (P7-P12) were performed in this critical 
period, where immature MSNs display large cAMP/PKA responses to dopamine. 

Interestingly, our protocol of transient dopamine release in adult 6-OHDA mice also triggered 
a large and long-lasting PKA signal, in contrast with the adult control. These results suggest that 
chronic dopamine depletion triggers a cellular ‘remodeling’ that forces the MSNs to return to the 
immature state. This hypersensitivity to dopamine persisted after L-DOPA treatment, and is 
associated with persistent phosphorylation of PKA targets during LID (Bateup et al., 2010; Alcacer 
et al., 2012; Aubert et al., 2005; Santini et al., 2007; Feyder et al., 2016; Andersson et al., 1999; 
Santini et al., 2008). Our results clearly show that PDE2A activation moderates the amplitude of the 
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PKA response without suppressing it. These results show that PDE2A, by its low affinity for cAMP, 
preferentially regulates high levels of cAMP in dyskinetic mice. This window of PDE2A action has 
a major advantage over PDE10A: PDE2A would regulate the excessive responses to dopamine, 
responsible for LID manifestations, without affecting the therapeutic action of L-DOPA treatment.

The regulation of cAMP levels by the NO/cGMP pathway thus seems to be crucial in the 
control of the excitability of output pathways of the striatum. However the action of NO on MSNs 
activity remains controversial. Some studies show that NO release increases their electrical activity 
(Ondracek et al., 2008; Sammut et al., 2007; Threlfell & West, 2013; West & Grace, 2004; West & 
Tseng, 2011) while other studies show a decrease (Calabresi et al., 2007; Calabresi et al., 1999; Di 
Giovanni et al., 2003; Galati et al., 2008). The effect of NO on MSNs thus seems to differ 
depending on the experimental conditions. The effect of NOergic interneurons is usually simulated 
by an application of NO donor, not reflecting the physiological NO release by these interneurons. It 
appears that NO has a permissive role toward potentiation or depression depending on the 
excitability state of the MSNs (West & Tseng, 2011). Optogenetic activation of NOergic 
interneurons has provided insight into the effect of NO on MSNs and supports this hypothesis (Fino 
et al., 2018; Rafalovich et al., 2015; Straub et al., 2016). Thus, opto-activation of NOergic 
interneurons promotes depression of MSNs through a mechanism of AMPA receptor internalization 
(Rafalovich et al., 2015). Increasing cGMP levels stimulates PDE2A in favor of decreased cAMP 
levels and AMPA receptor internalization (Song et al., 2016).

PDE10A inhibitors were shown to reduce LID in different rodent models and in monkeys, 
without affecting the efficacy of L-DOPA (Padovan-Neto et al., 2015; Beck et al., 2018; Arakawa et 
al., 2020; Guimarães et al., 2022). The mechanism of PDE10A action is not fully elucidated but the 
importance of PDE10A activity in regulating basal cAMP levels in MSNs was clearly described 
(Polito et al., 2015; Mota et al., 2021a; Sano et al., 2008; Xie et al., 2006). However, the hydrolysis 
of cGMP by PDE10A is the subject of divergent results. Some studies showed that its inhibition 
does not alter cGMP levels in MSNs (Polito et al., 2015; Russwurm et al., 2015; Sano et al., 2008), 
whereas other studies show an elevation of cGMP levels in MSNs following PDE10A inhibition 
(Grauer et al., 2009; Padovan-Neto et al., 2015; Schmidt et al., 2008; Siuciak et al., 2006b). 
PDE10A inhibition was shown to enhance membrane excitability and responsiveness of MSNs to 
cortical inputs (Threlfell et al., 2009; West & Grace, 2004; Padovan-Neto et al., 2015). This 
facilitative effect was lost by striatal infusion of the soluble guanylyl cyclase (sGC) inhibitor, ODQ, 
and absent in neuronal nitric oxide (nNOS) knockout mice (Padovan-Neto et al., 2015; Siuciak et 
al., 2006a). The inhibition of adenylyl cyclase with SQ 22536, had no effect. These results suggest 
that the antidyskinetic effects of PDE10A inhibitors on LID may be mediated by cGMP. However, 
the effect of cGMP in de the development of LID is contradictory and needs further investigation: 
intravenous administration of the NO-donor, molsidomine, reduces LID (Lorenc-Koci et al., 2013; 
Solís et al., 2015) but inhibition of cGMP production by NOS inhibitors also reduces LID 
(Padovan-Neto et al., 2009; Takuma et al., 2012).

Our observations provide a mechanism for the observation that activation of the NO-cGMP 
pathway can moderate LID (Lorenc-Koci et al., 2013; Solís et al., 2015). This mechanism implies 
PDE2A activation and is in line with previous studies describing hyperkinetic movement disorders 



Activating PDE2A in LID 23

in human mutations reducing or suppressing PDE2A activity. (Salpietro et al., 2018; Doummar et 
al., 2020)

Our experiments clearly show the mechanistic effect of cGMP/PDE2A signaling in MSNs of 
parkinsonian and dyskinetic mice. Although further studies are needed to validate this effect in vivo. 
Targeting PDE2A using a NO donor is not feasible in humans due to its lack of specificity. We 
hypothesize that direct activation of PDE2A may be an interesting strategy to reduce overactivation 
of D1 MSNs. So far, 2 allosteric modulators of PDE2A activity were developed, 5,6-DM-cBIMP 
and 5,6-DCl-cBIMP (Jäger et al., 2010), but they lack specificity and activate PKA. The opto-
activation of NOergic interneurons could be a first step. The expression of a photo-activatable 
PDE2A in the striatum (Gasser et al., 2014) would allow the study of striatal PDE2A in LID 
expression, and eventually comfort the development of therapeutic strategies targeting PDE2A for 
the treatment of LID or other pathologies associated with D1 MSNs hyperactivity.
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 Pharmacologie des récepteurs à la dopamine  

L’étude de la dynamique de la voie de signalisation AMPc/PKA par imagerie de 

biosenseurs FRET est réalisée au sein de l’équipe depuis plusieurs années. Ces études 

ont dans un premier temps été réalisées chez le souriceau, âgé entre 7 et 12 jours, puis 

chez l’adulte (sham, hémi-parkinsonien ou dyskinétique). Un protocole a été mis en 

place par Lorna Clément et Cédric Yapo, qui permet l’identification des MSNs D1 et D2, 

par ailleurs morphologiquement identiques (Yapo et al., 2017). Ce protocole s’applique 

très bien chez le souriceau. Toutefois, chez les souris adultes, nous avons rencontré 

plusieurs difficultés et incohérences que je souhaiterais exposer dans ce chapitre. 

Certaines expériences exploratoires (et n’ayant pas forcément atteint un nombre de 

répétitions suffisant permettant une analyse statistique) ont été réalisées dans le but de 

mieux comprendre ces incohérences. Certaines observations demeurent sans 

explication aujourd’hui ; elles n’en sont toutefois pas moins importantes, et seront peut-

être comprises à l’avenir par la poursuite d’autres projets.  

4.5.1 – Reproduction du protocole D1/D2 chez l’adulte  

Bien que le projet réalisé chez l’adulte se focalise principalement sur les MSNs D1 et leur 

hyper-activation dans les dyskinésies, nous avons souhaité tester chez les souris sham 

le protocole permettant d’identifier les MSNs D1 et D2.  

Pour identifier les MSNs D1, l’agoniste spécifique des récepteurs D1, le SKF-81297, est 

ajouté dans le bain, ce qui active la voie AMPc/PKA spécifiquement dans ces neurones. 

Les corps cellulaires des cellules dont le ratio augmente significativement sont alors 

considérés comme des MSNs D1. Quelque soit le modèle adulte utilisé (sham, 

parkinsonien ou dyskinétique), l’agoniste des récepteurs D1 conduit à une augmentation 

des niveaux d’AMPc et une activation de la PKA, nous permettant d’identifier les MSNs 

D1. Une augmentation de l’activité de la PKA suite à l’application du SKF-81297 a 

également été observée dans une autre étude sur préparations de tranches de cerveau 

(Mariani et al., 2019), ainsi qu’in vivo (Jones-Tabah et al., 2020; Ma et al., 2022). 

Concernant les MSNs D2, leur identification par application d’un agoniste des récepteurs 

D2 est possible uniquement sur un niveau déjà élevé d’AMPc. C’est pourquoi 

l’identification des MSNs D2 est faite via les récepteurs à l’adénosine de type A2A. Pour 

cela, nous utilisons un agoniste de ces récepteurs, le CGS-21680, pour augmenter les 

niveaux d’AMPc spécifiquement dans les MSNs D2. Toutefois, chez l’adulte sham, 

l’application du CGS-21680 ne modifie pas les niveaux d’AMPc des MSNs non-D1 (figure 

17A). Cette expérience a été répétée 19 fois, sans jamais montrer de réponse au CGS. 

Ces résultats entrent en contradiction avec ceux obtenus par Mariani et al., où le CGS 
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induit une augmentation de l’activité PKA chez 50 % des neurones (Mariani et al., 2019). 

Cependant, lorsque les niveaux d’AMPc sont augmentés par la forskoline dans MSNs, 

l’application de l’agoniste des récepteurs D2, quinpirole, diminue efficacement la 

réponse dans la sous-population des MSNs qui ne répond pas à l’agoniste des récepteurs 

D1, SKF-81297 (Figure 17B). Cela confirme la ségrétation des MSN D1 et D2. 

 

Figure 17 : Identification des MSNs D1 et D2 chez l’adulte contrôle. Tranches de cerveau de 

souris adultes contrôles exprimant le biosenseur Epac-SH150. (A) Imagerie plein champ. Chaque 

trace du graphique indique le ratio donneur/accepteur (F480/F535) d’une région de champ 

d’acquisition correspondant à un neurone. La réponse à la forskoline transitoire est caractéristique 

d’une réponse des MSNs. Le SKF-81297 augmente le ratio dans les MSNs D1. Toutefois, 

l’application de CGS ne modifie pas le ratio des autres neurones. Tous les neurones répondent 

positivement à l’application de forskoline et IBMX. (B) Imagerie bi-photonique. L’activité des 

AC est stimulée par la forskoline et augmente les niveaux d’AMPc dans les MSNs. L’activation 

des récepteurs D2 par le quinpirole diminuent cette réponse AMPc spécifiquement dans les MSNs 

D2. Les MSNs D1 sont identifiés par la réponse positive à l’agoniste des récepteurs D1, SKF-

81297. 
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4.5.2 – Activation du récepteur D1 

Afin d’étudier l’intégration de la réponse à la dopamine par les MSNs D1, nous stimulons 

les récepteurs à la dopamine en utilisant de la dopamine dans le bain ou de la dopamine 

« cagée » que nous libérons par un flash de lumière UV. La dopamine cagée permet de 

simuler une libération de dopamine phasique dans le striatum. Il est important de noter 

que la libération de dopamine perdure environ une centaine de secondes dans la 

chambre de perfusion, tandis que la libération phasique suite à une rafale de potentiels 

d’action des neurones dopaminergiques dure seulement quelques secondes (Day et al., 

2007; Yapo et al., 2017). Lors de l’étude de la réponse AMPc/PKA pendant une activation 

maintenue des récepteurs, nous appliquons la dopamine en continu. Cette dopamine 

continue ne peut être comparée à la dopamine tonique puisque nous utilisons des 

concentrations supérieures à la dopamine tonique. A la fin du protocole, nous utilisons 

l’agoniste des récepteurs D1 pour identifier spécifiquement les MSNs D1.  

La dopamine et le SKF-81297 agissent sur le même site de liaison du récepteur D1. A 

l’inverse d’autres composants SKF (comme le SKF-83959), le SKF-81297 est considéré 

comme un agoniste total du récepteur. Ainsi, nous nous attendions à une réponse AMPc 

similaire lors de l’utilisation de la dopamine ou du SKF-81297. Cependant, nous 

remarquons, aussi bien au niveau de l’AMPc que de l’activité de la PKA, que l’activation 

des récepteurs D1 par la dopamine (transitoire ou continue) ou le SKF-81297 ne conduit 

pas au même niveau d’activation (figure 19). Globalement, nous observons une 

augmentation de la réponse lors de l’application du SKF-81297 chez le souriceau en 

comparaison à la dopamine transitoire ou continue, aussi bien au niveau de l’AMPc que 

de l’activité PKA (figure 19, 1ère ligne). Chez l’adulte sham, la réponse est également 

significativement augmentée lors d’une application de dopamine transitoire. Une 

tendance similaire est observée au niveau de l’activité de la PKA, en dopamine 

transitoire ou continue (figure 19, 2ème ligne). A l’inverse, chez le modèle murin 

parkinsonien ou dyskinétique, il n’y a de différence significative entre une application 

de dopamine et de SKF (figure 19, 3ème et 4ème ligne). La variabilité de réponse semble 

toutefois plus importante. 

L’application de la dopamine transitoire active les récepteurs pendant un temps très 

bref, en comparaison à la dopamine continue ou au SKF-81297. Un temps d’application 

court peut ainsi limiter l’activation de la voie AMPc/PKA. D’ailleurs, dans une précédente 

étude de l’équipe, l’amplitude de la réponse transitoire à la dopamine (avec des 

concentrations de 0,01 à 10,0 µM) a été quantifiée en fonction de la réponse au SKF-

81297 (100 nM). La courbe dose-réponse montre que la stimulation transitoire des 

récepteurs D1 atteint une réponse maximale correspondant à 80 % de la réponse au SKF 

(Yapo et al., 2017). La réponse à la dopamine transitoire ne permet donc pas d’obtenir 
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la réponse maximale des récepteurs D1. Cela peut expliquer la différence d’amplitude 

entre la réponse à la dopamine « cagée » et celle au SKF-81297.  

 

Figure 18 : structure chimique de la dopamine et du SKF-81297 (figure reprise de Zhuang  

et al. 2021). 

Concernant la différence entre la réponse au SKF-81297 et la réponse à la dopamine 

continue, cela peut, d’une part, s’expliquer par une affinité du SKF-81297 pour le 

récepteur D1 supérieure à celle de la dopamine. Une étude par cristallographie a 

d’ailleurs montré que le groupe benzène du SKF-81297 (groupe non présent sur la 

dopamine) (figure 18) établit quatre liaisons supplémentaires lui conférant une affinité 

légèrement supérieure à la dopamine (Zhuang et al., 2021). D’autre part, chez le modèle 

dyskinétique, l’application de deux doses de SKF-81297 (100 nM et 1 µM) induit une 

augmentation similaire des niveaux d’AMPc, montrant qu’une dose de 100 nM de SKF-

81297 correspond à une dose saturante dans ce modèle. Cela suppose une activation 

de tous les récepteurs à la dopamine. A l’inverse la concentration de dopamine à 1 ou 3 

µM n’est pas saturante, suggérant qu’une fraction des récepteurs à la dopamine n’est 

pas activée. Ceci pourrait expliquer une activation moins importante de la voie 

AMPc/PKA. De plus, il n’est également pas à exclure que le SKF-81297 puisse traverser 

la membrane plasmique et activer des récepteurs à la dopamine internalisés. Les 

résultats obtenus lors de la réponse à la dopamine (10 µM) chez l’adulte sham sont 

discutés dans le paragraphe suivant. 

Il est important de noter que l’application du SKF-81297 est toujours réalisée à la fin du 

protocole. Avant cette application, les cellules ont donc été exposées à diverses drogues 

pharmacologiques (les données montrées ici proviennent de protocoles différents où 

divers agents pharmacologiques ont été testés). Ainsi, il est possible que ces diverses 

stimulations modifient la réponse au SKF-81297, soit par une modification de la 

sensibilité du récepteur, soit par une modification de la voie de signalisation AMPc/PKA. 

Cependant, dans certains de nos protocoles, nous réalisons trois libérations successives 

de dopamine transitoire et aucune variation des réponses à la dopamine ne se produit. 

Ainsi il est peu probable que la réponse au SKF-81297 appliqué en fin de protocole soit 

modifiée par les stimulations précédentes.  
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Figure 19 : Activation des récepteurs D1 par la dopamine ou le SKF-81297 chez le souriceau 

et le modèle murin adulte (sham), parkinsonien et dyskinétique. Chaque graphique montre, 

pour l’AMPc (avec le biosenseur Epac-SH150) ou l’activité PKA (avec le biosenseur AKAR4) 

l’amplitude de la réponse lors d’une application de dopamine transitoire (NPEC-DA, 3 ou 10 µM) 

ou continue (1, 3 ou 10 µM) versus la réponse au SKF-81297 appliqué en fin de protocole pour 

identifier les MSNs D1. Les réponses sont normalisées entre le Rmin et le Rmax. Pour chaque 

stimulation, la moyenne de toutes les répétitions est représentée par un carré. Lorsque le nombre 

de répétitions est supérieur à 4, un test statistique de Wilcoxon a été fait. n.s. = non significatif ; 

* statistiquement différent. 
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4.5.3 – Faible réponse à la dopamine chez les souris sham 

Les réponses à la dopamine transitoire mesurées chez l’adulte sham sont très faibles, 

aussi bien au niveau de l’AMPc que de la réponse PKA. Pourtant, l’amplitude de la 

réponse au SKF-81297 est importante et nous permet d’identifier les MSNs D1. Dans 

une autre étude, l’utilisation d’AKAR3 en imagerie biphotonique chez l’adulte sain 

montre également une augmentation de l’activité PKA lors de l’application de l’agoniste 

des récepteurs D1 (Mariani et al., 2019). Nous avons essayé de mieux comprendre la 

différence de réponse entre la dopamine et l’agoniste des récepteurs D1 (SKF-81297) 

chez l’adulte sham. 

Chez l’adulte, la dopamine extracellulaire est rapidement recapturée par les 

transporteurs DATs présents sur les afférences dopaminergiques et peut expliquer la 

faible réponse à la dopamine transitoire. D’ailleurs, une étude par microdialyse montre 

que l’inhibition de la recapture de la dopamine augmente les niveaux extracellulaires de 

dopamine jusqu’à atteindre des niveaux semblables à ceux des modèles murins hémi-

parkinsoniens (Abercrombie et al., 1990). Pour tester cette hypothèse, nous avons 

mesuré la réponse à la dopamine chez l’adulte sham en présence d’inhibiteurs des 

transporteurs DAT. Les réponses chez l’adulte étant faibles, nous avons réalisé le 

protocole avec le biosenseur AKAR4 présentant une meilleure sensibilité. Une première 

libération transitoire de dopamine (NPEC-DA, 10 µM) conduit à une faible augmentation 

de l’activité PKA (figure 20B). Après une récupération de 10 à 15 minutes, nous avons 

appliqué deux inhibiteurs de la recapture de la dopamine (Désipramine, 1 µM, et 

GBR12783, 1 µM). Ces inhibiteurs ne modifient pas le niveau de base de l’activité PKA. 

La libération transitoire de dopamine (10 µM) en présence de ces inhibiteurs conduit à 

une augmentation de l’activité de la PKA (figure 20B). A la fin du protocole, l’agoniste 

sélectif des récepteurs D1 (SKF-81297, 100nM) est appliqué afin d’identifier 

sélectivement les MSNs D1, puis l’IBMX et la forskoline sont appliqués pour saturer le 

biosenseur. Ces résultats montrent que la faible réponse à la dopamine chez les souris 

sham est en partie causée par une recapture de la dopamine par les transporteurs DAT. 

Toutefois, lorsque nous comparons la réponse à la dopamine en présence des 

inhibiteurs de la recapture à la réponse à la dopamine chez le modèle parkinsonien 

(figure 20C), la réponse chez l’adulte sham demeure plus faible. Ces résultats sont 

cohérents avec les études montrant une hypersensibilité des MSNs D1 à la dopamine 

lors d’une lésion des neurones dopaminergiques. L’augmentation de la réponse à la 

dopamine chez les souris parkinsoniennes par rapport aux souris sham s’explique donc 

par une absence de recapture de la dopamine et une hypersensibilité des MSNs D1 dans 

ce modèle parkinsonien.  
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Figure 20 : l’inhibition de la recapture de la dopamine augmente la réponse à la dopamine 

transitoire chez le modèle murin contrôle. (A) Mesure de l’activité PKA avec le biosenseur 

AKAR4 dans des neurones du striatum dorso-médial d’une tranche de cerveau de souris adulte 

contrôle (SHAM) ou Parkinson (6-OHDA).Chaque trace du graphique indique le ratio accepteur 

/donneur (F535/F480) d’une région du champ d’acquisition. (B) A gauche : traces du ratio 

normalisée entre le ratio basal et le ratio maximal (application de fsk + IBMX). A droite : 

distribution de l’amplitude du signal du biosenseur AKAR4 lors d’une réponse transitoire à la 

dopamine (10 µM) chez le sham (+/- inhibiteurs des DAT) et le modèle Parkinsonien (6-OHDA), 

normalisée au Rmax. Desi (désipramine) et GBR sont des inhibiteurs des DAT. 
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5 – DISCUSSION GENERALE 

La physiologie des neurones est gouvernée par une multitude de voies de signalisation 

qui interagissent entre elles et permettent d’intégrer un grand nombre de signaux 

extracellulaires. Les dynamiques de ces voies de signalisation sont à la base des 

changements électriques des neurones. Ainsi, il est primordial de mieux comprendre le 

fonctionnement de chacune de ces voies et leurs interactions. L’imagerie de biosenseurs 

rend compte de ces dynamiques et nous permet ainsi d’étudier les différentes protéines 

impliquées dans la régulation de ces voies de signalisation, en particulier la voie 

AMPc/PKA, NO/GMPc et calcium. Nous nous sommes particulièrement intéressés au 

rôle fonctionnel des PDE dans la régulation des niveaux d’AMPc dans les MSNs D1 et D2 

et dans les ChIN. Nous avons mis en évidence un rôle différentiel des PDE dans ces 

populations neuronales. La PDE10A est nécessaire à l’intégration du signal 

dopaminergique dans les MSNs D1 et D2, tandis que la PDE2A et PDE4 modulent 

l’amplitude de cette réponse. Dans les ChIN, ce sont préférentiellement les PDE1A, 

PDE3A et PDE4 qui régulent les niveaux d’AMPc. Nous avons également mis en évidence 

un rôle opposé du NO dans les MSNs et ChIN : il favorise l’hydrolyse de l’AMPc dans les 

MSNs via la PDE2A tandis qu’il inhibe la PDE3A dans les ChIN en faveur d’une 

augmentation des niveaux d’AMPc. Dans un modèle murin de la maladie de Parkinson 

et des LID, l’effet du NO sur les MSNs est efficace pour réduire la réponse hypersensible 

à la dopamine, suggérant que la stimulation de la PDE2A pourrait constituer un nouveau 

mécanisme d’action pour traiter les LID. 

 L’évolution de la réponse à la dopamine, du jeune 

jusqu’à l’état parkinsonien 

L’imagerie de biosenseurs FRET nous a permis de suivre, spécifiquement dans les MSNs 

D1, la dynamique de l’AMPc et l’activité PKA lors d’une stimulation transitoire de 

dopamine chez quatre modèles murins : modèle jeune, adulte sain, parkinsonien et 

dyskinétique. Nous avons ainsi mis en évidence une réponse différente entre le modèle 

jeune, le modèle adulte et l’état parkinsonien.  

5.1.1 – Maturation du striatum entre les premières semaines 

post-natales et l’âge adulte 

Chez le souriceau, une stimulation transitoire par la dopamine conduit à une 

augmentation des niveaux d’AMPc et de l’activité PKA. A l’inverse, la réponse à la 

dopamine transitoire chez l’adulte contrôle demeure très faible, aussi bien au niveau de 

l’AMPc que de l’activité PKA. Ces différences peuvent notamment s’expliquer par une 
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maturation du striatum. Plusieurs études ont reporté des changements morphologiques 

et électrophysiologiques des neurones dopaminergiques de la SNc et des MSNs pendant 

les trois premières semaines post-natales chez les rongeurs (Lieberman et al., 2018; 

Tepper et al., 1998; Tepper and Trent, 1993; Valtcheva et al., 2017; Voorn et al., 1988), 

correspondant à la période pendant laquelle nous réalisons l’imagerie de biosenseurs 

(entre P7 et P12). C’est seulement à partir de la 4ème semaine post-natale que le système 

acquiert des caractéristiques semblables à celles retrouvées à l’âge adulte (Tepper et al., 

1998; Voorn et al., 1988). Pendant cette période juvénile, les MSNs se trouvent dans un 

état hyper-excitable avant d’évoluer vers leur état mature (Lieberman et al., 2018). 

Cette maturation est dépendante de l’activation des récepteurs par la dopamine et est 

associée à une modération de la réponse des MSNs à la dopamine (Kim et al., 2000; 

Lieberman et al., 2018). En absence de dopamine, la voie AMPc/PKA, en aval du 

récepteur, présente une sensibilité exacerbée (Kim et al., 2000). Lorsque nous réalisons 

l’imagerie de biosenseurs chez la souris juvénile, nous nous situons dans cette période 

critique, où les MSNs se trouvent encore dans un état immature. L’amplitude de la 

réponse à la dopamine mesurée chez le souriceau correspond donc à un état immature, 

tandis que la faible réponse à la dopamine mesurée chez l’adulte correspond à un 

système mature. 

D’autres modifications moléculaires ont lieu au cours de la vie, notamment des 

changements d’expressions protéiques. L’AC1 est fortement exprimée pendant les 

premières semaines de vie dans le striatum, tandis que l’AC5 prédomine à l’âge adulte 

(Matsuoka et al., 1997; Nicol et al., 2005). L’expression de la DARPP-32 évolue 

également entre les semaines post-natales et l’âge adulte : son expression est forte et 

croissante de la naissance jusqu’à la troisième semaine post-natale, puis décroît ensuite 

jusqu’à l’âge adulte. La décroissance mesurée n’est pas causée par une diminution du 

nombre de neurones du striatum exprimant la DARPP-32, mais par une diminution du 

niveau d’expression de l’ARNm de la DARPP-32 (Gustafson et al., 1992). De la même 

manière, le niveau d’expression de certaines PDE évolue jusqu’à l’âge adulte (Kelly et 

al., 2014). Toutefois, dans le striatum, aucune modification de l’expression des PDE2A, 

PDE4 et PDE10A n’a été mesurée. L’expression des PDE essentielles à l’intégration du 

signal dopaminergique ne semble donc pas affectée par des variations d’expression au 

cours de la vie.  

L’ensemble de ces données montre l’importance du choix du modèle d’étude. Les 

études réalisées chez le souriceau sont essentielles pour une meilleure compréhension 

du fonctionnement cellulaire et moléculaire chez le jeune. Ces connaissances peuvent 

ensuite être utilisées dans le cas de pathologies juvéniles. D’un point de vue technique, 

l’imagerie sur tranche de cerveau de souriceau est également plus simple à mettre en 
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place, en comparaison à l’imagerie sur tranche de cerveau d’adulte. Ces études 

permettent d’affiner les connaissances générales de la régulation des voies de 

signalisation et de définir les propriétés cellulaires lors de l’intégration de la réponse à 

un signal (dans notre cas, le signal dopaminergique). Ces données peuvent aider à la 

mise en place de modèles mathématiques permettant une approche du fonctionnement 

du striatum dans sa globalité, comme cela a été fait pour souligner la spécificité du signal 

PKA/PP dans le striatum (Yapo et al., 2018). 

5.1.1 – L’état Parkinsonien : un retour à l’état juvénile ? 

La réponse à la dopamine transitoire chez le modèle Parkinson est plus importante que 

chez le modèle contrôle. Nous pouvons également remarquer que la réponse chez le 

modèle Parkinson est semblable à celle mesurée chez le souriceau. Chez le modèle 

murin adulte, la réponse à la dopamine est dépendante de la recapture de la dopamine 

par les DATs et de l’intégration du signal dopaminergique par le couplage récepteur 

D1/Golf/AC5. Nous avons observé une augmentation de la réponse à la dopamine 

transitoire chez le modèle parkinsonien en comparaison au contrôle. Cette observation 

est cohérente avec la perte des terminaisons dopaminergiques qui entraîne une 

diminution de la recapture de la dopamine par les DATs (Abercrombie et al., 1990) et le 

développement d’une réponse hypersensible des MSNs à la dopamine (Alcacer et al., 

2012; Jones-Tabah et al., 2020; Mariani et al., 2019). Cette réponse hypersensible à la 

dopamine ainsi que l’absence de recapture de la dopamine par les afférences 

dopaminergiques sont comparables à la situation dans le modèle juvénile, laissant 

penser que l’état parkinsonien correspond à un retour vers un état immature. D’autres 

observations faites sur les MSNs et les neurones dopaminergiques de la SNc montrent 

une situation similaire entre le modèle juvénile et le modèle de la maladie de Parkinson. 

Une similarité dans la morphologie des MSNs est observée : la lésion des neurones 

dopaminergiques conduit à une réduction de la longueur des dendrites et de la densité 

des épines dendritiques (Fieblinger et al., 2018; Gagnon et al., 2017; Nishijima et al., 

2014; Villalba et al., 2009; Zaja-Milatovic et al., 2005) donnant lieu à une morphologie 

similaire à celle rencontrée pendant les trois premières semaines post-natales (peu de 

ramifications et une faible densité d’épines dendritiques) (Tepper et al., 1998; Tepper 

and Trent, 1993). En plus de la morphologie, une augmentation globale d’excitabilité des 

MSNs se produit dans les modèles de la maladie de Parkinson (Chen et al., 2001; Liang 

et al., 2008; Schultz and Ungerstedt, 1978; Tseng et al., 2001), correspondant à l’état 

électrique retrouvé dans le modèle juvénile (Lieberman et al., 2018). La présence de 

dopamine semble essentielle pour la maturation de la réponse à la dopamine des MSNs 

et son maintien, ainsi que le maintien de l’arborescence dendritique des MSNs. De la 



198 
 

même manière, une étude montre un changement de contributions des canaux ioniques 

responsables de l’activité autonome des neurones dopaminergiques de la SNc dans la 

maladie de Parkinson, vers une situation similaire à celle présente chez le souriceau 

(Chan et al., 2007). Effectivement, l’activité autonome, dépendante du courant des 

canaux calciques CaV1.3 chez l’adulte sain, repose désormais sur le courant des canaux 

Na+ et HCN dans la maladie de Parkinson (Chan et al., 2007), ces derniers étant 

responsables de l’activité pacemaker autonome des neurones dopaminergiques de la 

SNc chez le juvénile. L’ensemble de ces données met en évidence un retour à l’état 

immature dans le fonctionnement des MSNs lorsque les niveaux de dopamine 

diminuent. En fonction de la présence ou absence de dopamine, l’ensemble du système 

semble s’adapter à la situation. Cela explique qu’en cas de dégénérescence des 

neurones dopaminergiques, les symptômes moteurs se développent seulement lorsque 

la diminution des niveaux de dopamine est supérieure à 70 %. 

 Les PDE striatales responsables de la temporalité 

du signal AMPc dans les MSNs et ChIN 

Les niveaux d’AMPc dépendent de la production par les AC et de leur dégradation par 

les PDE. Ainsi, le couplage des récepteurs aux AC et leur stimulation, ainsi que la 

localisation sous-cellulaire des PDE représentent des paramètres déterminants dans les 

variations spatio-temporelles des niveaux d’AMPc intracellulaires.  

Nos résultats mettent en évidence la spécificité fonctionnelle des différentes PDE 

exprimées dans les MSNs et les ChIN par l’étude dynamique de l’AMPc par imagerie de 

biosenseurs. Plus précisément, quatre PDE (PDE1B, PDE2A, PDE4, PDE10A) dans les 

MSNs et trois PDE (PDE1A, PDE3A et PDE4) dans les ChIN sont impliquées dans 

l’hydrolyse des seconds messagers. On peut se demander la raison pour laquelle trois 

ou quatre types de PDE sont exprimés au sein d’une même cellule. Toutes ont la capacité 

d’hydrolyser l’AMPc, mais chaque PDE possède des caractéristiques propres lui 

conférant un rôle spécifique dans la régulation de l’AMPc intracellulaire. La voie 

AMPc/PKA étant impliquée dans de nombreuses pathologies (e.g. maladies 

neuropsychiatriques et neurodégénératives, maladies cardiovasculaires…), il est 

nécessaire de mieux comprendre le rôle spécifique de chacune de ces PDE dans la 

régulation des seconds messagers. La structure moléculaire de ces enzymes permettant 

la conception de ligands avec une haute affinité, plusieurs inhibiteurs spécifiques à 

chaque PDE sont aujourd’hui disponibles et permettent de cibler l’activité d’une PDE, 

sans modifier l’activité des autres PDE. Ces inhibiteurs sont autant d’outils à notre 

disposition pour étayer et approfondir la compréhension du rôle des PDE et mettre en 

évidence de nouvelles cibles thérapeutiques. Plusieurs essais cliniques ciblant les PDE 
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sont en cours concernant des pathologies du système nerveux central, principalement 

les déficits cognitifs (Sanders and Rajagopal, 2020).  

L’imagerie de biosenseurs nous a permis d’étudier le rôle fonctionnel des PDE dans 

l’intégration du signal dopaminergique dans les MSNs, et cette étude a fait l’objet d’une 

publication (É. Mota et al., 2021). Le rôle fonctionnel de la PDE1B avait fait l’objet d’une 

étude précédente au sein de l’équipe (Betolngar et al., 2019), celle-ci a été exclue de 

notre étude. Par ailleurs, il est important de noter que son activité est dépendante du 

calcium, absent dans nos conditions expérimentales. Ainsi, la PDE1B n’entre pas en jeu 

dans notre étude. Les études dynamiques de la voie AMPc/PKA dans les ChIN étant à un 

stade moins abouti que dans les MSNs, l’imagerie de biosenseur a permis de caractériser 

les PDE responsables de la dégradation de l’AMPc dans les ChIN. 

5.2.1 – Les PDE10A, PDE4 et PDE2A déterminent la dynamique 

de la réponse transitoire à la dopamine dans les MSNs 

5.2.1.1 – Régulation des niveaux d’AMPc en réponse à la dopamine par les 

PDE 

Dans le striatum, une rafale de potentiels d’action des neurones dopaminergiques 

conduit à une libération de dopamine phasique, correspondant à une libération brève, 

de l’ordre de quelques secondes (Day et al., 2007; Patriarchi et al., 2018). Le signal 

dopaminergique agit de manière opposée chez les deux sous-populations de MSNs. Un 

projet précédent au sein de l’équipe a permis de mettre en place un protocole de 

libération transitoire de dopamine et ainsi de simuler la libération de la dopamine 

phasique. Cette libération transitoire perdure environ une centaine de secondes dans la 

chambre de perfusion, son temps d’action est donc supérieure à celui de la dopamine 

phasique (Yapo et al., 2017), mais permet néanmoins d’étudier des aspects dynamiques 

de l’intégration du signal dopaminergique. Dans les MSNs D1, la libération transitoire de 

dopamine conduit à une augmentation des niveaux d’AMPc, suivie d’un retour au niveau 

de base (Yapo et al., 2017). L’activité des PDE est primordiale lors de cette seconde 

phase d’extinction du signal dopaminergique. Dans les MSNs D2, sur un niveau élevé 

d’AMPc, la libération phasique entraîne une diminution des niveaux d’AMPc, qui est 

également transitoire et suivie d’un retour au niveau d’AMPc précédant la stimulation 

dopaminergique (Yapo et al., 2017). Dans ce cas, l’activité des PDE est essentielle dans 

la première phase de réponse à la dopamine. Nous avons ainsi caractérisé le rôle des 

PDE10A, PDE2A et PDE4 dans les MSNs D1 et D2 lors de ces deux types de réponses 

transitoires à la dopamine. Nos résultats mettent en évidence un rôle fonctionnel 

spécifique pour chaque PDE striatale. Dans les deux situations, l’inhibition de la PDE10A 

supprime la réponse à la dopamine, montrant ainsi que son activité est nécessaire et 
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suffisante au maintien du contraste temporel de la réponse à la dopamine. Quant à 

l’activité des PDE2A et PDE4, elles modulent préférentiellement l’amplitude de cette 

réponse. Cette différence qualitative, entre la PDE10A d’une part et les PDE2A et PDE4 

d’autre part, est cohérente avec les affinités respectives de ces PDE pour l’AMPc : la 

PDE10A présente une forte affinité pour l’AMPc (Km = 0,25 µM) par rapport à l’affinité 

des PDE2A et PDE4 (Km = 30 µM et 5,5 µM respectivement) (Neves-Zaph, 2017) : la 

PDE10A régule les niveaux faibles d’AMPc tandis que les PDE2A et PDE4 régulent les 

niveaux élevés. Cela est cohérent avec nos résultats montrant que les niveaux de base 

sont régulés principalement par la PDE10A. L’inhibition des PDE2A ou PDE4 ne modifie 

pas les niveaux de base d’AMPc (c'est-à-dire sans stimulation), tandis que l’inhibition de 

la PDE10A augmente significativement ces niveaux (~ 35 % du Rmax, soit ~ 5 µM d’AMPc), 

confirmant le rôle de la PDE10A dans le maintien des niveaux de base d’AMPc (Polito et 

al., 2015; Russwurm et al., 2015; Sano et al., 2008). Des résultats similaires ont été 

retrouvés dans d’autres études réalisées sur tranche de cerveau de souris (~ 35 % du 

Rmax) (Polito et al., 2015) ou sur prélèvement striatal d’un modèle de souris KO pour le 

gène de la PDE10A (~ 45 % du Rmax) (Sano et al., 2008). De manière surprenante, nos 

résultats montrent que la PDE10A, en plus de réguler les niveaux de base d’AMPc, prend 

aussi en charge les concentrations plus élevées. Généralement, en enzymologie, 

l’enzyme de Km le plus bas, avec un Vmax faible, est saturée par le substrat lorsque  

celui-ci se trouve à une concentration élevée. Dans ces conditions, une autre enzyme, 

de Km plus élevé avec un Vmax plus élevé, prend en charge ces concentrations élevées. 

Ainsi, la modélisation sur la contribution des PDE en fonction de la concentration de 

dopamine suggère une faible contribution de la PDE10A (< 30 %) lors d’une forte 

concentration de dopamine (10 µM) (Neves-Zaph, 2017). Or, même lorsque les PDE2A 

et PDE4 sont inhibées, la PDE10A reste capable de prendre en charge une concentration 

élevée d’AMPc (~ 30 µM d’AMPc). L’hydrolyse de forte concentration d’AMPc par la 

PDE10A est donc possible seulement dans le cas d’une forte expression, comme cela a 

été reporté dans les MSNs (Nishi et al., 2008; Xie et al., 2006).  

Les PDE2A et PDE4 participent à la régulation des niveaux élevés d’AMPc. Dans les MSNs 

D2, leur inhibition conduit à une augmentation des niveaux d’AMPc atteint par 

l’application de l’agoniste des récepteurs A2A. Ainsi, lors d’une libération transitoire de 

dopamine, l’inhibition des PDE2A et PDE4 renforce l’amplitude du signal, aussi bien dans 

les MSNs D1 que D2. Ainsi, l’inhibition des PDE2A et PDE4 renforce le signal à la 

dopamine transitoire. 

Lors d’une stimulation des récepteurs à la dopamine, la contribution de chaque PDE 

dans la régulation des niveaux d’AMPc ne semble pas différer entre les MSNs D1 et D2. 

Lorsque la dopamine est remplacée par une application brève (10s) de forskoline, cela 
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conduit à une activation globale des AC, et à une augmentation transitoire d’AMPc dans 

les MSNs D1 et D2. Toutefois, cette augmentation transitoire d’AMPc a une amplitude 

et une durée plus élevées dans les MSNs D2 que dans les MSNs D1. Cette différence 

d’amplitude est supprimée lors de l’inhibition non sélective des PDE (par l’IBMX) (Polito 

et al., 2013). Ainsi, lorsque l’AMPc est produit globalement par toutes les AC cellulaires, 

le rôle des PDE dans l’hydrolyse de l’AMPc diffère entre les deux populations de MSNs. 

Ces divergences suggèrent qu’en fonction du site de production de l’AMPc (production 

globale suite à l’activation de toutes les AC ou production locale suite à l’activation des 

récepteurs D1/A2A), la contribution des PDE dans la régulation des niveaux d’AMPc est 

différente.  

5.2.1.2 – Conséquences de la régulation de l’AMPc par les PDE sur l’activité 

de la PKA  

Lorsque la PDE10A est inhibée, les PDE2A et PDE4 ne sont pas capables de dégrader les 

niveaux d’AMPc en dessous de 5 µM, aussi bien dans les MSNs D1 (pour permettre le 

retour au niveau de base et la récupération après la libération transitoire de dopamine) 

que dans les MSNs D2 (pour atteindre le niveau de base après inhibition des cyclases par 

le récepteur D2, lors de la libération transitoire de dopamine). La PKA ayant un seuil 

d’activation inférieur à des concentrations sub-micromolaires d’AMPc (Dostmann and 

Taylor, 1991), l’effet de l’inhibition de la PDE10A sur l’AMPc se répercute sur l’activité 

de la PKA, qui se trouve alors dans son état maximal d’activation. Même en absence de 

stimulation, l’inhibition de la PDE10A augmente l’AMPc à un niveau suffisant pour 

activer la PKA, ce qui est visualisé par la phosphorylation maximale du biosenseur AKAR4 

sensible à l’activité de la PKA, et ce dans les deux populations de MSNs. Dans les MSNs 

D1, le biosenseur AKAR4 étant déjà saturé, la libération transitoire de dopamine ne 

produit pas d’augmentation supplémentaire du ratio. De plus, la phosphorylation de la 

DARPP-32 par la PKA agit comme un contrôle positif de la voie AMPc/PKA (Girault and 

Nairn, 2021), en faveur d’un maintien du niveau élevé de phosphorylation des cibles de 

la PKA dans le cytoplasme. L’ensemble de ces données est cohérent avec des études 

montrant que l’inhibition de la PDE10A ou la suppression du gène de la PDE10A conduit 

à une augmentation du niveau de phosphorylation de CREB, cible de la PKA (Becker and 

Grecksch, 2008; Rodefer et al., 2005; Sano et al., 2008; Siuciak et al., 2006).  

Dans les MSNs D2 soumis à une activation tonique des récepteurs à l’adénosine, 

l’activation transitoire des récepteurs D2 est trop brève pour permettre une  

dé-activation de la PKA (É. Mota et al., 2021; Yapo et al., 2017). L’action de la dopamine 

« cagée » libérée par un flash de lumière UV étant brève, il est probable que le temps 

d’application de la dopamine soit inférieur au temps nécessaire pour une 

déphosphorylation des cibles de la PKA (dont le biosenseur AKAR4) par les 
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phosphatases. La contribution fonctionnelle de la PDE10A a donc été testée lors d’une 

application continue de dopamine et donc dans une situation où l’arrêt de la production 

d’AMPc dure plusieurs minutes : dans cette condition, si la PDE10A est active, la 

dopamine tonique suffit à dé-activer la PKA, alors que si la PDE10A est inhibée, le niveau 

de phosphorylation des cibles de la PKA demeure maximal. Ceci suggère que les activités 

des PDE2A et PDE4 ne sont pas suffisantes pour prendre le relai et dé-activer la PKA. A 

l’inverse, l’inhibition des PDE2A et PDE4 n’empêche pas la dé-activation de la PKA lors 

d’une application continue de la dopamine. La PDE10A est donc essentielle pour 

hydrolyser les niveaux d’AMPc inférieurs à ~ 5 µM et ainsi permettre une dé-activation 

de la PKA et donc un arrêt du signal AMPc/PKA, aussi bien dans les MSNs D1 que D2. 

Cela suggère que la PDE10A est critique pour déterminer la fenêtre temporelle d’action 

de la PKA. Or, cette fenêtre d’activation de la PKA est déterminante dans la mise en place 

de la potentiation synaptique. Lorsque le signal calcique précède le signal 

dopaminergique, cela conduit à un renforcement de l’activité de la CaMKII dépendant 

de la PKA (la PKA activée phosphoryle la DARPP-32 qui inhibe la PP1 inhibant ainsi la 

déphosphorylation des cibles de CaMKII) (Nair et al., 2016; Shindou et al., 2019; Urakubo 

et al., 2020; Yagishita et al., 2014). L’inhibition de la PDE10A désorganise cette fenêtre 

temporelle (Yagishita et al., 2014). Nos données appuient le fait que la PDE10A est 

essentielle pour maintenir le renforcement de la plasticité dans les épines dendritiques 

et le rôle des MSNs comme détecteur de coïncidence de l’activité dopaminergique et 

glutamatergique.  

Les essais cliniques d’inhibiteurs de la PDE10A dans le traitement de la schizophrénie ou 

de la maladie de Huntington n’ont, jusqu’à aujourd’hui, pas abouti (Baillie et al., 2019; 

DeMartinis et al., 2019). Ces échecs ont principalement été causés par des effets 

secondaires trop importants. Notre étude démontre effectivement que l’inhibition de la 

PDE10A, dans les deux populations de MSNs, altère complètement la signalisation 

AMPc/PKA, aussi bien en absence de stimulation que lors d’une stimulation des 

récepteurs D1 et D2. Récemment, l’effet d’un inhibiteur de la PDE10A (PDM-042) sur les 

LID montre que la fenêtre thérapeutique est dépendante de la dose administrée 

(Guimarães et al., 2022). Seule une dose de 1 mg/kg de PDM-042 présente un effet anti-

dyskinétique. A l’inverse, une dose de 3 mg/kg (seulement supérieure d’un facteur de 

trois) prolonge la durée des LID. Cela suggère qu’au-delà d’un certain seuil d’inhibition 

de la PDE10A, le niveau de phosphorylation dépendant de la PKA augmente et est 

maintenu pendant une période prolongée par l’action de la DARPP-32. La fenêtre 

thérapeutique est donc extrêmement étroite, ce qui complexifie la caractérisation d’une 

dose thérapeutique efficace, probablement variable en fonction de l’avancement de la 

maladie et des patients.  
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L’ensemble de ces résultats suggèrent un rôle important de l’ensemble des PDE dans la 

modulation de l’amplitude et de la temporalité de la réponse AMPc, deux facteurs 

déterminants les niveaux de phosphorylation des cibles de la PKA. 

5.2.1.3 – La réponse à la dopamine : une réponse compartimentée ? 

La PDE2A présente une faible affinité pour l’AMPc (Km = 30 µM) (Neves-Zaph, 2017) et 

la stimulation de son activité par le GMPc ne modifie pas cette affinité, mais augmente 

la vitesse maximale de dégradation (Martinez et al., 2002; Martins et al., 1982), 

suggérant  principalement une régulation des niveaux élevés d’AMPc. Il a d’ailleurs été 

montré que lors d’une activation globale et brève (10s) des AC (par la forskoline), 

l’inhibition de la PDE2A ne modifie pas la réponse à la forskoline (Polito et al., 2013). 

Pourtant, lors d’une stimulation transitoire des récepteurs à la dopamine, nos résultats 

montrent que l’inhibition de la PDE2A dans les MSNs D1 conduit à une augmentation de 

l’amplitude de la réponse. De plus, la stimulation de la PDE2A (par le DEANO) lors d’une 

activation partielle des récepteurs D1 diminue l’activité de la PKA, tandis que les niveaux 

d’AMPc globaux demeurent faibles. Si l’affinité de la PDE2A pour l’AMPc est faible, cela 

suggère que l’activation partielle des récepteurs D1 induit, localement, une forte 

augmentation des niveaux d’AMPc. Ces niveaux élevés localement ne sont pas détectés 

pas le biosenseur Epac-SH150 cytoplasmique, mais ils semblent être régulés par la PDE2A 

responsable de l’hydrolyse de concentrations élevées d’AMPc. Cela suggère une 

localisation de la PDE2A autour des récepteurs à la dopamine, renforçant l’idée des PDE 

comme barrière enzymatique en faveur de la formation de microdomaines. Localement, 

les PDE restreignent la diffusion de l’AMPc, mais n’empêchent pas la diffusion de la  

sous-unité catalytique de la PKA, localement activée. Ainsi, une augmentation locale 

d’AMPc conduit à une phosphorylation des cibles de la PKA dans le cytoplasme, telles 

que le biosenseur AKAR4. Cela est cohérent avec la modélisation de la signalisation 

AMPc/PKA dans les MSNs (Oliveira et al., 2012). Ce modèle montre que la concentration 

d’AMPc est très élevée à proximité de la source de production et que l’ancrage de la PKA 

sur le site de production d’AMPc est essentiel pour son activation. Une fois les  

sous-unités catalytiques libérées, elles diffusent dans le cytosol, et phosphorylent leurs 

cibles. Une autre modélisation mathématique montre également un effet important des 

PDE sur l’activité de la PKA dans des compartiments avec un haut ratio surface/volume 

(tels que les épines dendritiques). A l’inverse, l’inhibition des PDE dans le soma n’affecte 

pas l’activité de la PKA (Urakubo et al., 2020).  

Les acteurs qui composent ces microdomaines (e.g. PDE, PKA…) déterminent alors la 

manière dont sont intégrés les signaux extracellulaires. Ces microdomaines semblent 

jouer un rôle dans la spécificité du signal intracellulaire. En fonction du type de 

stimulation, la concentration d’AMPc n’est pas homogène dans la cellule (Jurevicius and 
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Fischmeister, 1996; Nishi et al., 2008; Oliveira et al., 2012). Nos résultats suggèrent la 

formation de microdomaines proches des récepteurs à la dopamine. Plusieurs 

hypothèses tendent à expliquer la formation de ces microdomaines. D’une part, la 

variation du rapport surface/volume des neurones entre les dendrites et le corps 

cellulaire et la diffusion de l’AMPc peut en partie expliquer la formation de 

microdomaines dans les dendrites (Bacskai et al., 1993; Li et al., 2015; Neves et al., 2008; 

Nikolaev et al., 2004). D’autre part, plusieurs études suggèrent un rôle local des PDE, 

agissant comme barrière enzymatique (Castro et al., 2010; Gervasi et al., 2010; Neves et 

al., 2008). Nos observations sont cohérentes avec l’hypothèse des PDE comme barrière 

enzymatique des microdomaines d’AMPc (Jurevicius and Fischmeister, 1996; Lohse et 

al., 2017; Mongillo et al., 2004; Oliveira et al., 2012). Par ailleurs, l’imagerie  

bi-photonique permettrait d’améliorer la résolution spatiale et ainsi de mesurer les 

variations d’AMPc dans les dendrites et dans le soma, comme cela a déjà été fait dans 

les neurones pyramidaux corticaux (Castro et al., 2010).  

La démonstration des PDE comme barrière enzymatique a généralement été démontrée 

par l’inhibition des PDE induisant une augmentation de l’AMPc dans le cytosol. Pourtant, 

nos résultats montrent que l’inhibition de la PDE2A chez le souriceau et chez le modèle 

parkinsonien et dyskinétique ne supprime pas la réponse transitoire à l’AMPc en 

réponse à la dopamine. Chez le souriceau, seule l’amplitude de la réponse est 

augmentée montrant un rôle de la PDE2A dans la régulation des niveaux élevés d’AMPc, 

tandis qu’aucune modification n’a lieu dans les modèles parkinsonien et dyskinétique. 

Cela suggère une prise en charge de l’hydrolyse de l’AMPc par les PDE10A et PDE4. Ainsi, 

il est probable que plusieurs PDE se trouvent à proximité des AC et restreignent 

l’augmentation de l’AMPc aux microdomaines.  

5.2.2 – PDE3A et PDE4 responsables de l’hydrolyse de l’AMPc 

dans les ChIN 

Les ChIN présentent une morphologie très différente de celle des MSNs et autres 

interneurones. Ainsi, l’imagerie de biosenseurs nous permet facilement de les identifier. 

Nous avons mis en évidence un rôle majeur de la PDE3A  et PDE4 dans l’hydrolyse de 

l’AMPc. Lors d’une élévation de calcium intracellulaire, la PDE1A régule également les 

niveaux d’AMPc. Il est toutefois important de noter que l’identification des PDE3A et 

PDE4 s’est faite en présence d’une élévation de l’AMPc globale des ChIN par un 

activateur non spécifique des AC (forskoline). Effectivement, à l’état de base, les AC 

semblent peu actives dans ces interneurones et leur stimulation par une dose saturante 

de forskoline se traduit par une réponse AMPc/PKA plus lente que dans les MSNs. 
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Les ChIN expriment de nombreux récepteurs métabotropiques couplés à la voie 

AMPc/PKA. Parmi eux, ils expriment notamment les récepteurs à la dopamine de type 

D2 et D5, couplés de manière opposée à la voie AMPc/PKA. Or, une application de 

dopamine induit une dépolarisation des ChIN dépendante de l’activation des récepteurs 

de type D1-like (D5) (Aosaki et al., 1998). Il serait ainsi pertinent d’étudier le rôle 

fonctionnel des PDE identifiées dans l’intégration de la réponse à la dopamine. De plus, 

le récepteur D5 a récemment été impliqué dans l’hyperexcitabilité des ChIN retrouvée 

chez le modèle murin des LID (Paz et al., 2021). Bien que la dynamique de la voie 

AMPc/PKA soit plus lente dans les ChIN que les MSNs, cette voie de signalisation semble 

importante dans la régulation de leur activité électrique. 

 L’action opposée de la voie NO/GMPc dans les 

MSNs et ChIN : régulation de la fenêtre temporelle 

d’action de la dopamine 

5.3.1 – PDE10A, PDE2A, PDE3A : au carrefour de la voie 

AMPc/PKA et NO/GMPc   

Parmi les PDE identifiées, les PDE10A, PDE2A et PDE3B sont capables d’hydrolyser 

l’AMPc et le GMPc, et leur activité est modulée par le GMPc. Ainsi, ces PDE se trouvent 

à l’interface de deux voies de signalisation. 

La PDE10A est essentielle dans la régulation de l’AMPc dans les MSNs. Nos résultats 

démontrent l’importance de la PDE10A dans la régulation des niveaux d’AMPc dans les 

MSNs. Cependant, l’hydrolyse du GMPc par la PDE10A fait l’objet de résultats 

divergents. Certaines études montrent que son inhibition ne modifie pas les niveaux de 

GMPc des MSNs (Polito et al., 2015; Russwurm et al., 2015) et que le modèle de souris 

KO pour la PDE10A ne présente pas de modification des niveaux de GMPc (Sano et al., 

2008). A l’inverse d’autres études montrent une élévation des niveaux de GMPc dans les 

MSNs suite à l’inhibition de la PDE10A (Grauer et al., 2009; Fernando E. Padovan-Neto 

et al., 2015; Schmidt et al., 2008; Siuciak et al., 2006). L’action des inhibiteurs de la 

PDE10A sur le GMPc est dépendante de l’activité des interneurones NOergiques : dans 

un modèle KO pour la nNOS, l’inhibition de la PDE10A n’a plus d’effet sur le GMPc 

(Fernando E. Padovan-Neto et al., 2015; Siuciak et al., 2006). La stimulation des GC et la 

production du GMPc dans les MSNs sont donc dépendantes de la libération de NO par 

les interneurones NOergiques. En fonction des conditions expérimentales, l’activité de 

ces interneurones peut différer, expliquant les résultats divergents. Toutefois, Polito et 

al. montrent que l’inhibiteur de la PDE10A, en présence d’un donneur de NO, ne modifie 
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pas le niveau de GMPc (Polito et al., 2015). Il n’est pas à exclure que la forte 

concentration du donneur de NO utilisée conduise à une élévation trop importante du 

GMPc, si bien que l’activité de la PDE10A sur le GMPc n’est pas détectable. L’effet de la 

PDE10A devrait donc être testé sur différents niveaux de GMPc. Même si la PDE10A 

pourrait intervenir sur la voie NO/GMPc/PKG, l’ensemble des données actuelles suggère 

plutôt une contribution essentiellement dans la régulation de la voie AMPc/PKA. Par 

ailleurs, la PDE10A contient sur ses domaines régulateurs deux domaines GAF, 

semblables à ceux retrouvés sur la PDE2A (et les PDE5 et PDE6). Le domaine GAF-B de 

la PDE10A présente une haute affinité pour l’AMPc (Kd = 48 nM) (Matthiesen and 

Nielsen, 2009), mais les études suggèrent que la liaison de l’AMPc n’augmente pas ou 

peu l’activité catalytique de la PDE10A (Jäger et al., 2012; Matthiesen and Nielsen, 

2009). Ces études ont toutes été conduites in vitro et, à notre connaissance, aucune 

modification de l’activité catalytique par liaison de l’AMPc au domaine GAF-B n’a été 

démontrée dans des neurones. La PDE10A ne semble donc pas être à l’interface de la 

voie AMPc/PKA et NO/GMPc. 

Nos résultats montrent dans les MSNs un rôle de la PDE2A dans la régulation de 

l’amplitude la réponse AMPc lors d’une stimulation des récepteurs à la dopamine. Par 

ailleurs, l’imagerie du GMPc avec le biosenseur cyGNAL montre que l’inhibition de la 

PDE2A sur un niveau déjà élevé de GMPc (par stimulation des GC par le donneur de NO) 

augmente les niveaux de GMPc jusqu’au ratio maximal dans les MSNs (cf. 4.3 – figure 

3). Ces données sont cohérentes avec d’autres études montrant un rôle majeur de la 

PDE2A dans la régulation des niveaux de GMPc (Polito et al., 2013; Wykes et al., 2002). 

La PKG étant faiblement exprimée dans le striatum (El-Husseini et al., 1999), cela 

suggère que la PDE2A pourrait être la cible principale du NO dans les MSNs. Ainsi la voie 

NO/GMPc agit comme un régulateur négatif de la voie AMPc/PKA lors d’une stimulation 

des récepteurs D1. Nos résultats démontrent que cet effet est dépendant de la PDE2A. 

Par ailleurs, la diminution des niveaux d’AMPc suite à l’activation de la voie NO/GMPc 

induit une réduction de la sous-unité GluA1 des récepteurs AMPA exprimés à la surface 

(Song et al., 2016). Cet effet est annulé lors de l’inhibition de la PDE2A et est donc 

dépendant de la PDE2A. L’utilisation d’une PDE2A activable par lumière rouge (Gasser 

et al., 2014) montre que la stimulation de la PDE2A, indépendamment d’une 

augmentation de GMPc, est suffisante pour induire l’internalisation des récepteurs 

AMPA (Song et al., 2016). L’ensemble de ces données appuie le fait que la stimulation 

de la PDE2A, en régulant l’accessibilité des récepteurs AMPA à la membrane, pourrait 

contribuer à une réduction de l’activité électrique des MSNs. 

Dans les ChIN, la PDE3A se trouve à l’interface entre la voie AMPc/PKA et NO/GMPc. La 

régulation de la voie NO/GMPc sur la PDE3A est toutefois inversée à celle observée dans 
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les MSNs sur la PDE2A. Le GMPc agit par compétition comme un inhibiteur de la PDE3A. 

L’augmentation des niveaux de GMPc favorise ainsi l’augmentation des niveaux d’AMPc. 

L’inhibition de la PDE3A affecte seulement les niveaux d’AMPc, mais ne modifie pas 

l’activité de la PKA. Or, il a été montré qu’une augmentation d’AMPc active les canaux 

Ih en faveur d’une dépolarisation des ChIN (DiFrancesco and Tortora, 1991) et qu’une 

libération de NO augmente l’excitabilité des ChIN (Blomeley et al., 2015). Ainsi nos 

résultats suggèrent que l’effet du NO sur l’excitabilité des ChIN est en partie médié par 

l’inhibition de la PDE3A. 

5.3.2 – Les interneurones NOergiques modulent la fenêtre 

d’action de la dopamine 

Dans le striatum, l’activité électrique des MSNs est modulée par les afférences 

glutamatergiques cortico- et thalamostriatales et par les afférences dopaminergiques 

de la substance noire et de l’aire tegmentale ventrale. Les MSNs agissent comme 

détecteurs de coïncidence de l’activité glutamatergique et dopaminergique. Cette 

activité est également modulée par plusieurs types d’interneurones striataux, 

notamment les interneurones NOergiques et les ChIN. Or, l’activité de ces deux 

populations d’interneurones est également modulée par les afférences 

glutamatergiques et dopaminergiques, suggérant une modulation « anticipatrice » 

(feedforward) de ces interneurones sur l’activité des MSNs (Centonze et al., 2003b). 

L’ensemble de ces interactions est responsable de l’activité électrique « sortante » des 

MSNs et donc de la modulation des voies de sortie des ganglions de la base. Ainsi, ces 

interactions sont impliquées dans les différentes fonctionnalités du striatum, telles que 

la mise en place de programmes moteurs, la sélection de l’action, l’apprentissage et le 

circuit de la récompense. Au cours des vingts dernières années, de nombreuses études 

tendent à mieux élucider l’intégration de ces informations par les MSNs afin de mieux 

comprendre le fonctionnement du striatum. Dans la suite de cette partie, je propose 

d’intégrer le rôle de la voie AMPc/PKA et sa modulation par le NO/GMPc lors d’une 

activité concomitante dopaminergique et glutamatergique, afin de proposer une 

hypothèse sur le rôle des voies de signalisation dans le fonctionnement du striatum.  

La libération phasique de dopamine est associée à une pause de l’activité des ChIN 

(Aosaki et al., 2010; Morris et al., 2004; Straub et al., 2014), levant ainsi l’inhibition de 

l’ACh sur les MSNs D1 (Nair et al., 2015). Lorsque la libération phasique de dopamine 

coïncide avec une activité corticostriatale, l’activité électrique des MSNs D1 est 

augmentée (Kerr and Wickens, 2001; Pawlak and Kerr, 2008; Shen et al., 2008). En 

parallèle, l’activation concomitante des récepteurs D1/D5 et des récepteurs NMDA des 

interneurones NOergiques favorise la libération de NO (Park and West, 2009; Sammut 
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et al., 2007; West and Tseng, 2011). Le NO diffuse alors librement et active les GC, 

notamment dans les ChIN et les MSNs, en faveur d’une production de GMPc. Nos 

résultats montrent que l’action du NO sur l’AMPc est opposée dans les ChIN et les 

MSNs : le NO favorise la production d’AMPc dans les ChIN par inhibition de la PDE3A 

tandis qu’il favorise l’hydrolyse de l’AMPc dans les MSNs D1 par stimulation de la PDE2A. 

Or, l’augmentation et la diminution des niveaux d’AMPc est associée, respectivement, à 

une augmentation et diminution de l’activité électrique des neurones (Colwell and 

Levine, 1995; Sammut et al., 2010; Threlfell et al., 2009; West and Grace, 2004). Cela 

suggère que la libération de NO, médiée par une libération concomitante de dopamine 

et glutamate, favorise l’excitabilité des ChIN et défavorise celle des MSNs D1. Les 

interneurones NOergiques serviraient de modérateur direct (via la PDE2A) et indirect 

(via les ChIN et la PDE3A) des MSNs D1. En favorisant l’excitabilité des ChIN, cela 

contribue également à la libération d’ACh qui renforce l’inhibition des MSNs D1 via le 

récepteur M4 (Nair et al., 2019). Cette hypothèse est cohérente avec une étude 

montrant que la libération de NO diminue l’activité des MSNs via une augmentation de 

l’activité des ChIN (Blomeley et al., 2015). Il est toutefois important de prendre en 

compte la dimension temporelle de l’ensemble de ces évènements (comme le temps de 

synthèse du NO dans les interneurones NOergiques et la synthèse du GMPc dans les 

ChIN et MSNs). Plus d’études sont nécessaires pour comprendre la fenêtre temporelle 

d’action du NO et des modélisations mathématiques permettraient d’intégrer 

l’ensemble de ces informations. Dans la suite de cette partie, je souhaiterais développer 

un ensemble de données appuyant cette hypothèse concernant la fonction des 

interneurones NOergiques comme modulateurs directs et indirects des MSNs. 

Plusieurs études montrent que l’augmentation de l’excitabilité des ChIN médiée par le 

NO est associée à une augmentation des niveaux de GMPc (Centonze et al., 2001; 

Guevara-Guzman et al., 1994; Prast et al., 1998). Nos résultats montrent que cette 

augmentation du GMPc inhibe, par compétition, la PDE3A, en faveur d’une 

augmentation des niveaux d’AMPc. Cette augmentation des niveaux d’AMPc dans les 

ChIN est également associée à une augmentation de l’activité électrique. L’ensemble de 

ces données suggère donc que l’activation des interneurones NOergiques, par une 

libération concomitante de dopamine et glutamate, favorise l’activité électrique des 

ChIN (précédemment inhibés par la dopamine) par une augmentation des niveaux de 

GMPc et d’AMPc. Ces données sont cohérentes avec la rafale de potentiel d’action 

observée après la pause des ChIN (Straub et al., 2014). Le rôle de ce « rebond » est 

encore méconnu, toutefois, une étude montre que ce rebond d’activité des ChIN 

coïncide avec une diminution de l’activité des MSNs (English et al., 2011). Par ailleurs, 

les ChIN étant impliqués dans la terminaison du mouvement (Gritton et al., 2019), il 
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serait pertinent d’étudier, in vivo, le rôle de l’opto-activation des NOergiques sur les 

ChIN et leur implication dans les comportements moteurs.  

L’action du NO sur l’activité des MSNs demeure controversée. Certaines études 

montrent que la libération de NO augmente leur activité électrique (Ondracek et al., 

2008; Sammut et al., 2007; Threlfell and West, 2013; West and Grace, 2004; West and 

Tseng, 2011) tandis que d’autres études montrent une diminution de l’activité 

électrique des MSNs (Calabresi et al., 2007; P. Calabresi et al., 1999b; Di Giovanni et al., 

2003; Galati et al., 2008). L’effet du NO sur les MSNs semble donc différer en fonction 

des conditions expérimentales. Les résultats obtenus semblent dépendre de l’état du 

circuit neuronal (ex vivo ou in vivo) et du protocole de stimulation utilisé. De plus, l’effet 

des interneurones NOergiques est généralement simulé par une application de donneur 

de NO, ne reflétant pas le profil de décharge de ces interneurones. Il semblerait que le 

NO ait un rôle permissif vers une potentiation ou dépression en fonction de l’état 

d’excitabilité du MSNs (West and Tseng, 2011). L’activation par optogénétique des 

interneurones NOergiques a permis de mieux comprendre l’effet du NO sur les MSNs et 

appuie cette hypothèse (Fino et al., 2018; Rafalovich et al., 2015; Straub et al., 2016). 

Ainsi, l’opto-activation des interneurones NOergiques favorise la LTD des MSNs par un 

mécanisme d’internalisation des récepteurs AMPA (Rafalovich et al., 2015). Or, dans les 

MSNs, l’augmentation des niveaux de GMPc (par un donneur de NO ou par l’inhibition 

de la PDE1B) stimule la PDE2A en faveur d’une diminution des niveaux d’AMPc et d’une 

internalisation des récepteurs AMPA (Song et al., 2016). Ce mécanisme présents dans 

les MSNs est probablement contrebalancé en faveur d’une LTP lorsque les récepteurs à 

la dopamine et NMDA sont simultanément activés : l’entrée de calcium par les 

récepteurs NMDA active la PDE1B, qui hydrolyse le GMPc et facilite l’induction d’une 

LTP (Betolngar et al., 2019; Song et al., 2016). L’état initial du MSN et les stimuli qu’il 

reçoit (glutamate ou NO) favorisent soit une LTP ou LTD, mettant en jeu, 

respectivement, la PDE1B ou la PDE2A. La régulation des niveaux d’AMPc par la voie 

NO/GMPc et les PDE semble donc déterminante dans le contrôle de l’excitabilité des 

MSNs, c’est-à-dire des voies de sortie du striatum.  

 La PDE2A : une nouvelle cible thérapeutique pour 

traiter les LID ? 

5.4.1 – Implication de la PDE2A dans la régulation des 

mouvements 

La lésion des neurones dopaminergiques conduit à de nombreuses adaptations 

moléculaires et cellulaires dans le striatum. Entre autres, les MSNs D1 deviennent 
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hypersensibles à la dopamine. Nous avons confirmé cette hypersensibilité à la dopamine 

par imagerie de biosenseurs, aussi bien au niveau de l’AMPc que de l’activité PKA. Cette 

hypersensibilité, combinée à la prise répétée quotidienne de L-DOPA, conduit au 

développement des LID. Une sur-activation de la voie AMPc/PKA dans les MSNs D1 est 

associée à l’expression des LID. Notre hypothèse consiste à stimuler la PDE2A afin de 

réduire les niveaux excessifs d’AMPc, sans toutefois supprimer la réponse impliquée 

dans la mise en place des programmes moteurs. Plusieurs arguments sont en faveur de 

cette hypothèse. Chez l’humain, des mutations induisant une réduction de l’activité 

enzymatique de la PDE2A sont associées à des dyskinésies paroxystiques (maladie liée à 

des mouvements hyperkinétiques) (Doummar et al., 2020) et une mutation dans le 

domaine régulateur GAF-B (domaine de liaison du GMPc) a été mise en évidence dans 

un développement précoce de chorée (production de mouvements involontaires) 

(Salpietro et al., 2018). Dans un modèle murin de la maladie de Parkinson, le donneur 

de NO (molsidomine) administré en systémique diminue les LID (Lorenc-Koci and 

Czarnecka, 2013; Solís et al., 2015). Nos résultats montrent, ex vivo, que la stimulation 

de la PDE2A par un donneur de NO réduit l’amplitude des réponses hypersensibles à la 

dopamine dans les MSNs D1, sans modifier la temporalité de la réponse. L’ensemble de 

ces données suggère donc un rôle de la PDE2A dans la modération de la voie de 

signalisation AMPc/PKA impliquée dans la mise en place des mouvements. 

L’effet du NO sur les niveaux d’AMPc dans les MSNs D1 pourrait expliquer le rôle 

antidyskinétique de la molsidomine (donneur de NO) (Lorenc-Koci and Czarnecka, 2013; 

Solís et al., 2015). Cependant, le mécanisme d’action de la molsidomine n’a pas été 

analysé dans ces études. Nos résultats suggèrent que cet effet pourrait être en partie 

médié par la PDE2A. Ainsi, il serait intéressant de vérifier, in vivo, si un inhibiteur de la 

PDE2A supprime l’effet anti-dyskinétique de la molsidomine.  

La stimulation de la PDE2A réduit la réponse AMPc lors d’une application transitoire de 

dopamine. Cependant, ces expériences ont été conduites ex vivo. Le temps de présence 

de la dopamine est supérieur à celui de la dopamine phasique. De plus, de nombreux 

paramètres ne sont pas pris en compte dans nos conditions expérimentales, tels que 

l’activité des interneurones striataux et des afférences glutamatergiques. Ainsi, il serait 

pertinent de poursuivre cette étude in vivo. L’opto-activation des interneurones 

NOergiques pourrait constituer une première étape. Cependant, le NO active les GC de 

tous les neurones striataux et ne cible donc pas uniquement la PDE2A. L’expression 

d’une PDE2A photoactivable (Gasser et al., 2014) dans le striatum permettrait d’éviter 

l’activation des cibles non spécifiques et de valider (ou invalider) la PDE2A comme cible 

thérapeutique dans le traitement des dyskinésies. 
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5.4.2 – Cibler la PDE2A pour traiter les LID 

La réponse à la dopamine dans le striatum est modulée principalement par quatre PDE : 

PDE1B, PDE2A, PDE4(B) et PDE10A. L’intérêt de la PDE2A face aux autres enzymes est 

double. D’une part, la PDE2A a une faible affinité pour l’AMPc. Ainsi, elle intervient 

essentiellement dans les niveaux élevés d’AMPc (et excessifs dans le cas des LID). Son 

activité module l’amplitude de la réponse à la dopamine, mais n’en modifie pas la durée. 

D’autre part, les domaines régulateurs GAF-B lui confèrent la particularité d’être 

stimulable. Or, les domaines régulateurs des PDE sont peu conservés entre les 

différentes PDE et constituent ainsi des cibles spécifiques à chaque PDE (Baillie et al., 

2019). D’ailleurs, des activateurs se fixant au domaine GAF-B existent (5,6-DM-cBIMP et 

5,6-DCl-cBIMP) (Jäger et al., 2010). Ces molécules lient le domaine GAF-B de la PDE2A. 

Toutefois, ils présentent l’inconvénient d’activer également la PKA.  

Cibler la PDE2A en utilisant un donneur de NO n’est pas envisageable chez l’humain de 

par son absence de spécificité. Dans le striatum, la libération du NO module l’activité 

des MSNs mais augmente également l’activité des ChIN. Or, une augmentation de 

l’activité électrique des ChIN médiée par le récepteur D1/D5 est impliquée dans le 

développement des LID (Paz et al., 2021). Un donneur de NO pourrait alors renforcer ce 

mécanisme. De plus, la modulation de la voie de signalisation nNOS/NO/GMPc mène à 

des résultats contradictoires. L’utilisation de la molsidomine, favorisant l’augmentation 

du GMPc, et l’utilisation d’inhibiteurs de la nNOS, réduisant la production de GMPc, 

montrent des effets anti-dyskinétiques (Lorenc-Koci and Czarnecka, 2013; Padovan-

Neto et al., 2009; Solís et al., 2015; Takuma et al., 2012). Ces divergences peuvent 

s’expliquer par des mécanismes d’action différents. D’une part, la molsidomine peut 

réduire la sur-activation des MSNs D1 via l’activation de la PDE2A. D’autre part, les 

inhibiteurs de la nNOS réduisent les niveaux de GMPc, en faveur d’une réduction de 

l’activité des MSNs. Plus généralement, le NO est également connu pour ses propriétés 

vasodilatatrices. Les cibles du NO sont multiples, les principales dans le cœur étant la 

PDE2, PDE3 et la PKG (Vandecasteele et al., 2001). Ces données suggèrent qu’il serait 

plus pertinent de cibler pharmacologiquement la PDE2A. 

5.4.3 – Limites de la PDE2A comme cible thérapeutique 

L’activité des interneurones NOergiques est augmentée dans les LID (Itokawa et al., 

2006; Pavón et al., 2006). Cela conduit à une augmentation de l’activité de la GC et donc 

des niveaux de GMPc. Or, si les niveaux intracellulaires de GMPc sont élevés, il est 

possible que l’activité de la PDE2A soit déjà maximale, ce qui préviendrait l’action d’un 

activateur de la PDE2A. Toutefois, la stimulation de la PDE2A pourrait éventuellement 
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constituer un traitement pour prévenir le développement des LID, c'est-à-dire prévenir 

les adaptations cellulaires associées aux LID. 

La PDE2A est largement exprimée dans l’organisme, et son activation pharmacologique 

pourrait donner lieu à de multiples effets indésirables, en particulier dans le cœur où 

elle est fortement exprimée. Toutefois, une étude a montré que la stimulation de la 

PDE2A présente un rôle protecteur dans l’arythmie cardiaque (Vettel et al., 2017). 

L’utilisation d’un activateur de la PDE2A ne devrait donc pas être limitée par son 

implication dans la contraction cardiaque.  
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6 – CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES  

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette thèse met en évidence un rôle 

majeur des PDE dans la régulation spatiale et temporelle des seconds messagers dans 

les MSNs et les ChIN du striatum. Chaque type neuronal exprime une combinaison 

particulière de PDE. Dans les MSNs, ce sont les PDE1B, PDE2A, PDE4 et PDE10A, tandis 

que dans les ChIN, ce sont principalement les PDE1A, PDE3A et PDE4. Chaque PDE 

présente des caractéristiques uniques, que ce soit par leur affinité pour un ou plusieurs 

seconds messagers, ou par leur régulation, et permettent ainsi une régulation du signal 

AMPc et GMPc différente dans chaque type neuronal. Dans les MSNs, ces PDE jouent un 

rôle fondamental dans l’intégration du signal dopaminergique. Elles permettent 

d’encoder la temporalité de la réponse à la dopamine nécessaire aux nombreuses 

fonctions du striatum, telles que l’apprentissage basé sur la récompense ou la mise en 

place de programmes moteurs. Dans les ChIN, nos résultats montrent une dynamique 

de la voie AMPc très différente de celle rencontrée dans les MSNs, suggérant des 

propriétés d’intégration des signaux distinctes. Cela laisse supposer une régulation des 

voies de signalisation adaptée aux fonctionnalités de chaque type neuronal. 

La régulation de l’activité des PDE par le GMPc, ou le calcium complexifie le rôle des PDE 

dans l’intégration des signaux biologiques. La modulation de la PDE2A et PDE3A par la 

voie NO/GMPc, dans les MSNs et ChIN, respectivement, illustre bien cela : en fonction 

de l’état d’activation du neurone, l’effet du NO peut différer. Cet effet du NO sur la 

régulation de l’AMPc et du GMPc a été étudié sur tranche de cerveau, lors d’une 

application continue de NO. Désormais, il serait intéressant de combiner l’imagerie de 

biosenseurs à l’optogénétique afin d’étudier la dynamique de la voie AMPc/PKA lors 

d’une opto-stimulation des interneurones NOergiques. Ce type d’expérience pourrait 

également être conduit in vivo afin de mieux comprendre le rôle des interneurones 

NOergiques dans la mise en place du mouvement et d’en disséquer les mécanismes 

d’action sur les ChIN et les MSNs. De plus, il est aujourd’hui incontournable d’aborder la 

complexité de l’intégration des signaux par les seconds messagers à l’aide des 

modélisations numériques. De nombreux modèles mathématiques permettent une 

meilleure compréhension du fonctionnement du striatum. L’optimisation de ces 

modèles nécessite des données expérimentales, telles que celles que nous obtenons par 

imagerie cellulaire. Plus ces modèles seront aboutis, plus les résultats des simulations 

seront proches de la réalité physiologique et permettront de dépasser certaines limites 

expérimentales. A terme, ces outils de modélisation pourront également être utilisés 

pour mieux comprendre les situations pathologiques (comme lors d’une 

neurodégénérescence des neurones dopaminergiques), et mettre en évidence, in sillico, 

de nouvelles cibles thérapeutiques.  
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Enfin, l’ensemble des connaissances acquises sur le rôle des PDE dans le striatum nous 

a permis de considérer la PDE2A comme une potentielle cible thérapeutique dans le 

traitement des LID. Ainsi nous avons mis en évidence un mécanisme d’action permettant 

de réduire les niveaux d’AMPc élevés associés aux LID. Ce mécanisme d’action nécessite 

désormais d’être tester in vivo. Aujourd’hui, aucun activateur de la PDE2A n’est 

disponible. Toutefois, nous pourrions tirer profit de la PDE2A photo-activable (Gasser et 

al., 2014), l’exprimer dans les MSNs du striatum et évaluer, in vivo, l’effet de son 

activation sur l’expression des LID. L’activation de la PDE2A apparaît ainsi comme une 

stratégie thérapeutique prometteuse dans la modération des réponses excessives à la 

L-DOPA et le développement des LID.  
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ABSTRACT FOR NON-BIOLOGIST 

The striatum is a brain region involved in the dopamine-mediated initiation of movements. 

Medium-sized spiny neurons (MSN) are stimulated by dopamine and inhibited by modulatory 

cholinergic neurons (ChIN). In Parkinson’s disease, the decrease of dopamine level is responsible 

for motor symptoms (tremors, rigidity…). The reference treatment, a precursor of dopamine, 

compensates the reduction of dopamine level. Unfortunately, after several years of treatment, 

unwanted side effects called dyskinesia (involuntary movement) develop. Dyskinesia are caused 

by an overactivation of MSN, and we propose to limit this overactivation by activating an enzyme 

called phosphodiesterase 2A (PDE2A) which contributes to the extinction of the response to 

dopamine in MSNs. Indeed, nitric oxide (NO) specifically stimulates PDE2A in MSNs, which 

counteracts the excessive response to dopamine. Symmetrically, NO indirectly inhibits PDE3 in 

ChIN, which increases their activity and inhibits MSNs, therefore reinforcing the antidyskinetic 

effect. 

 

RESUME GRAND PUBLIC 

Le striatum est une région cérébrale responsable de la mise en place des mouvements, où 

l’activité des neurones épineux du striatum (MSN) est stimulée par la dopamine et inhibée par 

l’activité de neurones modulateurs cholinergiques (ChIN). Dans la maladie de Parkinson, la 

baisse de la dopamine génère des symptômes moteurs (tremblements, rigidité…). Le traitement 

de référence, un précurseur de la dopamine, compense le manque de dopamine, mais entraîne 

sur le long terme des mouvements involontaires (dyskinésies), résultant d'une sur-activation de 

certains MSN. Pour limiter les dyskinésies, nous proposons d'activer la PDE2A, qui participe à 

l'extinction de l’effet de la dopamine sur les MSNs. Le monoxyde d’azote (NO) est capable 

d’activer spécifiquement cette PDE2A dans les MSNs. Le monoxyde d’azote (NO) est capable 

d’activer spécifiquement cette PDE2A dans les MSNs, et s’oppose ainsi à leur réponse excessive. 

En même temps, le NO inhibe la PDE3 dans les ChIN, renforçant l’effet anti-dyskinétique.   
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ABSTRACT 

Second messengers are spatially and temporally dynamics which enable the cells to respond to 

multiple extracellular signaling molecules. In the striatum, cAMP and cGMP are highly involved 

in the integration of dopaminergic signal and their dynamics depends on their production by 

adenylyl or guanylyl cyclases, respectively, and their hydrolysis by phosphodiesterases (PDE). 

During my thesis, I studied the functional implication of PDE in the cAMP/PKA signaling pathway 

in two different types of neurons: cholinergic interneurons (ChIN) and medium-sized spiny 

neurons (MSNs). Those neurons express different types of PDE with different biochemical 

properties, allowing for cross-talks between the cGMP and the cAMP pathways. Biosensor 

imaging reports in real time the cAMP/PKA signals in living neurons, which allows us to study 

the role of each PDE in ChIN and MSNs. 

First, my work highlighted the functional role of PDE10A, PDE4 and PDE2A in the integration of 

dopaminergic signaling in D1- and D2-type MSN. PDE10A, exclusively expressed in MSNs, is 

essential to maintain low basal cAMP and its activity is required to de-activate PKA. Inhibiting 

PDE10A to restore a functional cAMP/PKA signaling in disorders such as Parkinson's disease or 

Huntington's disease would thus probably lead to an overactivated PKA signaling pathway 

consistent with the unwanted side effects reported in previous clinical trials. In contrast, PDE2A 

and PDE4 moderate the amplitude of dopamine responses, at the level of cAMP and PKA. This 

suggests that targeting PDE2A or PDE4 could be a strategy to finely tune the amplitude of 

dopamine responses without altering the temporal response critical for striatal functions. 

Second, I studied the role of NO/GMPc signaling on the regulation of cAMP and PKA. An opposite 

action of NO donor on cAMP levels has been highlighted in D1 MSNs and ChIN. In ChIN, the 

increase of cGMP by NO donor inhibits, by competition, PDE3A, which increases cAMP levels. 

On the contrary, the activation of NO/cGMP pathway in D1 MSNs stimulates PDE2A activity, 

which reduces the amplitude of dopamine response without suppressing it.  

We thought that this property of PDE2A could have a therapeutic use. In Parkinson’s disease, 

the progressive loss of dopaminergic neurons is associated with a hypersensitivity of D1 MSNs 

to dopamine. This adaptation combined with the reference treatment, L-DOPA, lead to an over-

activation of cAMP/PKA signaling which are responsible for the development of L-DOPA-induced 

dyskinesia (LID). In this context, my work highlighted the positive effect of PD2A stimulation by 

NO donor in the reduction of excessive cAMP level and PKA activity in dyskinetic mice. 

Therefore, the activation of PDE2A could represent a novel therapeutic strategy to treat LID. 
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RESUME 

La dynamique spatiale et temporelle des seconds messagers permet à une cellule d’intégrer 

plusieurs signaux extracellulaires et ainsi de constamment s’adapter à son environnement. Dans 

le striatum, l’AMPc et le GMPc sont deux messagers secondaires hautement impliqués dans 

l’intégration du signal dopaminergique. La dynamique de ces seconds messagers est 

dépendante de leur production par les adénylyl ou guanylyl cyclases, respectivement, et de leur 

hydrolyse par les phosphodiestérases (PDE). Mon travail de thèse consiste à étudier le rôle 

fonctionnel de ces PDE dans la régulation de la voie AMPc/PKA dans deux types de neurones du 

striatum : les interneurones cholinergiques (ChIN) et les neurones épineux de taille moyenne 

(MSNs). Ces neurones expriment différentes familles de PDE, qui possèdent des propriétés 

biochimiques distinctes. L’imagerie de biosenseurs nous a permis d’étudier en temps réel et 

dans des neurones morphologiquement intacts, le rôle spécifique de différentes PDE sur la 

dynamique de la signalisation intracellulaire AMPc/PKA dans ces neurones. 

Dans une première partie, nous avons mis en évidence une contribution fonctionnelle spécifique 

des PDE10A, PDE4 et PDE2A dans l’intégration du signal dopaminergique des MSNs de type D1 

et D2. Nous avons montré que la PDE10A, spécifiquement exprimée dans les MSNs, est 

essentielle au maintien des niveaux de base d’AMPc et est requise pour la désactivation du signal 

PKA. La stratégie thérapeutique visant à inhiber la PDE10A semble donc délicate à mettre en 

œuvre car cela risque d'entraîner une hyperactivation de la voie AMPc/PKA dans les neurones 

MSNs D1 et D2. Cela pourrait expliquer les effets indésirables observés chez les patients traités 

par des inhibiteurs de la PDE10A conduisant à l'abandon de cette approche. Concernant la 

PDE2A et PDE4, elles régulent essentiellement l’amplitude de la réponse à la dopamine, aussi 

bien au niveau de l’AMPc que de la PKA. Ainsi, cibler ces deux PDE pourrait permettre de 

moduler la réponse à la dopamine tout en conservant le contraste temporel de cette réponse, 

essentiel au bon fonctionnement du striatum. 

Dans un second temps, nous avons étudié l’action de la voie NO/GMPc sur la signalisation 

AMPc/PKA dans les MSNs D1 et les ChIN, cette action passant notamment par la PDE2A et la 

PDE3A, respectivement. Ces expériences ont mis en évidence un effet en miroir d’un donneur 

de NO sur les niveaux d’AMPc dans ces deux types de neurones. Chez les ChIN, l’augmentation 

des niveaux de GMPc par le NO conduit à l’inhibition de la PDE3A et donc à une augmentation 

des niveaux d’AMPc. A l’inverse, dans les MSNs D1, l’activation de la voie NO/GMPc augmente 

l’activité de la PDE2A et réduit l’amplitude de la réponse à la dopamine, sans toutefois la 

supprimer.  

Dans la maladie de Parkinson, la perte progressive des neurones dopaminergiques est associée 

à une hypersensibilité des MSNs D1 à la dopamine. Cette adaptation combinée au traitement 

de référence, la L-DOPA, conduit à une sur-activation de la voie AMPc/PKA dans les MSNs D1, 

responsable des dyskinésies induites par la L-DOPA (LID). Dans ce contexte, les travaux de cette 

thèse ont mis en évidence que la stimulation de la PDE2A par l’activation de la voie NO/GMPc 

dans les MSNs D1 réduit efficacement les niveaux très élevés d’AMPc et l’activité de la PKA chez 

des souris dyskinétiques. Cibler l’activité de la PDE2A pourrait ainsi avoir un intérêt 

thérapeutique dans le traitement des LID. 
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