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Nuclear factor-kappa B (NF-kB) 

P75 neurotrophin receptor (p75NTR) 

Paraformaldéhyde (PFA) 

Pentylène-tétrazole (PTZ) 

Peripheral myelin protein (PMP22) 

Pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) 

Précurseurs des cellules de Schwann (‘Schwann Cell Precursors, SCP) 

Protéine transmembranaire mitochondriale, ou translocator protein (TSPO) 

Sonic hedgehog (SHH) 

SRY-related HMG-box (Sox) 

Streptozotocine (STZ) 

Système nerveux central (SNC) 

Système nerveux périphérique (SNP) 

Système nerveux sympathique (SNS) 

Transcription factor AP-2 alpha (Tfap2α) 

Tumor necrosis factor-α (TNFα) 

Vascular endothelial growth factor (VEGF) 
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Introduction Générale 
 

Le système nerveux périphérique (SNP), est caractérisé par sa plasticité suite aux lésions. 

Les nerfs lésés, moteurs et sensoriels, ont la capacité de se régénérer et de réinnerver leurs 

organes cibles (Gordon 2016). Néanmoins, la régénération axonale et souvent insuffisante et 

engendre des dysfonctionnements fonctionnels, qui sont à l’origine de douleurs 

neuropathiques chroniques (DNC) (Bernatoniene, Sciupokas et al. 2023). Pour ménager la 

douleur des patients, les traitements actuelles, tels que les opioides sont prescrits. Cependant, 

des effets secondaires indésirables tels que l’hyperalgésie, l’immunosuppression, et l’addiction 

(Finnerup, Attal et al. 2015) sont notés. De plus, ils ne traitent pas l’origine du problème 

(Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). Pour cela, il devient urgent de trouver de nouvelles 

cibles thérapeutiques permettant de traiter la cause et d’améliorer la qualité de vie des 

patients. 

Récemment, une nouvelle classe de molécules, GRT-X (N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-1-(2- 

methoxyethyl)-4-methyl-2-oxo-(7-trifluoromethyl)-1H-quinoline-3-caboxylic acid amide), a 

été développée par la compagnie pharmaceutique Grünenthal. GRT-X cible à la fois la protéine 

translocatrice mitochondriale (TSPO, 18 kDa) et les canaux potassiques Kv7.2/3 (KCQN2/3) 

voltage-dépendants, deux cibles prometteuses pour favoriser la régénération des nerfs 

périphériques, la récupération fonctionnelle et prévenir la chronicisation des douleurs 

neuropathiques, sans risque d’addiction. 

 
 

Figure 1. Effets connus de GRT-X. GRT-X est un ligand de TSPO et Kv7.2/3. Des effets antiépileptique et anti- 
hyperalgésique ont été montrés (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022) 
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TSPO (translocator protein, 18 kDa), précédemment connue sous le nom de PBR (peripheral 

benzodiazepine receptor), est une protéine ubiquitaire se trouvant au niveau de la membrane 

externe de la mitochondrie (Gavish and Veenman 2018). Elle est constituée de cinq hélices α 

transmembranaires hydrophobes qui s’étirent sur la bicouche lipidique, avec une extrémité C- 

terminale dans le cytosol et une courte extrémité N-terminale qui se trouve dans l’espace 

intermembranaire de la mitochondrie. L’un des rôles les plus discutés de TSPO est 

l’internalisation du cholestérol à l’intérieur de la mitochondrie. En effet, cela est possible grâce 

à son interaction avec ce dernier par l’intermédiaire du domaine de reconnaissance du 

cholestérol (CRAC) situé au niveau du C-terminal. Cependant, les études portant sur le rôle de 

TSPO dans la steroidogenèse sont controversées : certaines montrent que la TSPO permet 

l’internalisation du cholestérol à l’intérieur de la mitochondrie et est donc indispensable à la 

steroidogenèse, alors que d’autres montrent que l’absence de la protéine mitochondriale 

n’affecte pas la synthèse de stéroïdes (Lacapère, Duma et al. 2020). De plus, l’expression basale 

de TSPO est nécessaire pour le maintien de l’homéostasie. En effet, TSPO est fortement 

exprimée dans les tissus synthétisant les hormones stéroïdiennes et faiblement exprimée dans 

le cerveau (Bonsack and Sukumari-Ramesh 2018). La modification de l’expression basale de 

TSPO pourrait être le signe d’une pathologie. Pour cela, TSPO est de plus en plus utilisée 

comme biomarqueur de certaines maladies en PET scan (position emission tomography) 

(Nutma, Ceyzériat et al. 2021). 

Les canaux potassiques Kv7 voltage-dépendants, en particulier les Kv7.2/3, sont codés par les 

gènes KCNQ2 et 3 et sont localisés au niveau du segment initial de l’axone (Hefting, D'Este et 

al. 2020). Ils permettent la sortie du potassium vers l’extérieur des cellules, et jouent des rôles 

physiologiques importants dans plusieurs types cellulaires (neurones, cellules cardiaques, et 

cellules bêta du pancréas) (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). Initialement appelés 

‘canaux-M’, les Kv7.2/3 ne s’inactivent pas puisqu’ils possèdent un seuil bas d’activation (60 

mV). Cela génère un courant sortant voltage-dépendant régulier et permet donc de stabiliser 

le potentiel de la membrane en présence de courants dépolarisants. Des mutations des gènes 

KCNQ2 et KCNQ3 ont été associées à des formes néonatales héréditaires d'épilepsie (Wang, 

Lin et al. 2017). La modulation de l’excitabilité neuronale par les Kv7.2/3 en fait d’eux une cible 

intéressante pour le traitement de formes héréditaires et acquises d’épilepsie, et de 

pathologies impliquant des altérations de l’excitabilité neuronale telle que la douleur 

neuropathique chronique (Greene and Hoshi 2017). 
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Il a été montré que GRT-X est un ligand de TSPO et des Kv7.2/3 (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 

2022, Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). Dans le système nerveux central, GRT-X accélère 

le taux de récupération fonctionnelle suite à une lésion sévère des nerfs cervicaux, sans 

présenter d'indices de dépendance (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022) et régule 

l'hyperexcitabilité neuronale dans des modèles expérimentaux d'épilepsie (Bloms-Funke, 

Bankstahl et al. 2022). Dans le système nerveux périphérique, une atténuation de 

l'hyperalgésie induite par la neuropathie diabétique est observée par le GRT-X (Bloms-Funke, 

Schumacher et al. 2022) (Figure 1). Cependant dans ces deux études, le rôle du GRT-X dans la 

poussée axonale n’a pas été évalué. De plus, la modulation de l’expression des gènes cibles 

(TSPO et kv7.3/2) et ceux impliqués dans la différenciation Schwannienne (Plp, Mpz et Mbp), 

dans la myélinisation (crox20, CNPase et Dhh) et dans la structure axonale (Stmn2, Péripherine, 

Nfh et Cad19) par le GRT-X, n’ont pas été évalué. 

Cette étude a pour but de montrer les effets cellulaires et moléculaires de GRT-X sur des 

ganglions spinaux (ou Dorsal Root Ganglia, DRG) qui représente un bon modèle pour les études 

pharmacologiques. 

Dans les paragraphes suivants nous introduirons, les processus de myélinisation du système 

nerveux périphérique, les limites de la régénération axonale et récupération fonctionnelle 

suite à un traumatisme, les traitements actuels disponibles et leurs limitations. Ensuite 

j’introduirai le GRT-X et son mode d’action sur la TSPO et sur Les Kv7.2/3. 
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Introduction 

 
I. Les nerfs : développement, anatomie, et myélinisation 

 
Le développement des neurones périphériques et de leurs cellules de support est un processus 

complexe qui débute lors de la neurulation durant la troisième et la quatrième semaine du 

développement embryonnaire. Ce processus implique les interactions de plusieurs facteurs 

trophiques, de transcription, et chimiotactiques nécessaires pour la migration des 

neuroblastes, l’extension des neurites, le guidage axonal, et la maintenance des axones au 

niveau des tissus cibles. 

Les nerfs constituent un réseau complexe essentiel au fonctionnement du système nerveux. 

Les éléments de base des nerfs périphériques sont les fibres nerveuses (ou axones), qui sont 

des prolongements des neurones. Il existe six types de fibres nerveuses classées suivant leur 

diamètre, leur vitesse de conduction, et par la présence ou non d’un recouvrement de 

myéline : 2.1 Fibres A alpha (Aa), 2.2 Fibres A bêta (Ab), 2.3 Fibres A gamma (Ag), 2.4 Fibres A 

delta (Ad), 2.5 Fibres B, et 2.6 Fibres C. Les fibres précédemment décrites se regroupent en 

faisceaux et forment des fascicules. Les fascicules sont ensuite enveloppés dans des couches 

de tissus conjonctifs (Figure 2). 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

Figure 2. Structure et anatomie d'un nerf périphérique. 
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1. Cellules de Schwann et myélinisation des nerfs périphériques 

  
La myéline est une membrane multilamellaire formée par les oligodendrocytes dans le SNC, et 

par les cellules de Schwann dans le SNP. La myéline est formée principalement de lipides (70 à 

80%), mais contient également 20 à 30% de protéines (60% de glycoprotéines, 20 à 30% de 

protéines basiques, et 10 à 20% d’autres protéines) (Garbay, Heape et al. 2000). Dans le SNC, 

un oligodendrocyte myélinise plusieurs axones, tandis que dans le SNP, une cellule de Schwann 

ne myélinise qu’un seul axone (Salzer and Zalc 2016). En s’enroulant autour des axones, la 

myéline permet leur isolation, favorisant ainsi une propagation rapide des potentiels d’action 

par conduction saltatoire (Baba 2022). En effet, le potentiel d’action ‘saute’ d’un nœud de 

Ranvier (partie non myélinisée riche en canaux potassiques et sodiques) d’un axone vers le 

suivant. Ce type de transmission permet d'accélérer la conduction de l'influx nerveux et 

d'économiser de l'énergie et de l'espace. Il est important de noter que la gaine de myéline est 

subdivisée en deux sous-domaines structurellement et biochimiquement différents : la 

myéline compacte et la myéline non compacte. La myéline compacte correspond à des régions 

où les cellules de Schwann sont dépourvues de cytoplasme. Elle se trouve au niveau des 

internœuds, donc entre les nœuds de Ranvier. Elle contient du cholestérol, des sphingolipides, 

la ‘peripheral myelin protein’ (PMP22), la ‘myelin protein zero’ (P0), et la ‘myelin basic protein’ 

(MBP). La myéline non compacte quant à elle correspond à des zones où persiste du 

cytoplasme des cellules de Schwann. Elle est formée par les régions juxta-paranodales qui 

contiennent les canaux potassiques, et les régions paranodales qui contiennent la principale 

protéine de jonction lacunaire, la connexine 32 (Cx32), et la ‘myelin associated glycoprotein’ 

(MAG) (Garbay, Heape et al. 2000). En outre, il convient de noter que le rôle des cellules de 

Schwann va au-delà de la formation de myéline et de l'isolation des axones. Elles fournissent 

également le soutien métabolique nécessaire aux axones, ce qui est particulièrement 

important pour les longs axones des nerfs périphériques. 

Les cellules de Schwann sont les cellules gliales du système nerveux périphériques, 

découvertes par Theodore Schwann en 1839 (Bhatheja and Field 2006). Elles sont 

responsables de la myélinisation des axones dans le SNP. Ce phénomène commence au début 

de la vie embryonnaire, lorsque les cellules de Schwann émergent de la crête neurale. Cette 

dernière subit deux étapes différentielles pour produire des précurseurs des cellules de 

Schwann (‘Schwann Cell Precursors, SCP) ou des cellules de Schwann immatures (Immature 
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Schwann Cells, iSC) jusqu'à la naissance. Après la naissance, les cellules de Schwann 

immatures, sous l'effet de la neuréguline, se différencient en cellules de Schwann 

myélinisantes ou non myélinisantes. En effet, suite à la sécrétion importante de neuréguline 

par les axones de grand diamètre (≥ 1 µm), les cellules de Schwann deviennent myélinisantes. 

Les axones de faible diamètre produisent des niveaux plus faibles de neuréguline induisant 

ainsi un enchevêtrement direct avec des cellules de Schwann non myélinisantes, également 

appelées cellules de Remak, qui enveloppent plusieurs petits axones séparés par des couches 

simples de membrane plasmique (Jessen and Mirsky 2005). 

Plusieurs facteurs de transcription sont exprimés durant les phases transitoires depuis 

l’émergence des cellules de la crête neurale (‘Neural Crest Cells’, NCC), jusqu’à la 

différenciation en cellules de Schwann myélinisantes ou non myélinisantes, en passant par les 

SCP et les iSC (Figure 3). En effet, les facteurs de transcription Sox9, Sox10, Tfap2α, Etv5, et 

Pax3 sont exprimés au stade des NCC. Ils restent tous exprimés durant la transition en SCP à 

l’exception d’Etv5 dont l’expression diminue. De plus, l’expression de Sox2 et Egr1 est initiée. 

Lors de la différenciation des SCP en iSC, les facteurs de transcription Sox9, Sox10, et Tfap2α 

restent présents, tandis que l’expression de Pax3 est inhibée, et celle d’Egr1 et Sox2 est 

diminuée. Ensuite, la différenciation des iSC en cellules de Schwann myélinisantes est marquée 

par la présence des facteurs de transcription Sox9 et Sox10, la diminution de l’expression de 

Tfap2α, et la présence de Jun, Pou3f1, et Yy1. Enfin, les cellules de Schwann myélinisantes 

continuent à exprimer Sox9, Sox10, Pou3f1 et Yy1 et initient l'expression de Nfatc4, et d'Egr2 

(Balakrishnan, Belfiore et al. 2021). Egr2 n’est exprimé qu’à la fin du stade embryonnaire ou 

durant le début de la période postnatale au niveau des cellules de Schwann tapissant les nerfs 

périphériques. Il est important de noter que les cellules de Schwann non myélinisantes 

réexpriment Egr1, ainsi que Sox9, Sox10, Sox2, Jun et Pax3 (Balakrishnan, Belfiore et al. 2021). 
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Figure 3. Transition des cellules de Schwann durant le développement et l’implication des facteurs de 
transcription. ↓: diminution d’expression ; + : sécrétion élevée ; - : sécrétion faible. 

 

 

Des études de perte et de gain de fonction ont permis d’élucider le rôle de ces facteurs de 

transcription dans le développement et le maintien des fonctions des cellules de Schwann. 

 Gènes Sox (SRY-related HMG-box) : L’expression de Sox9 et Sox10 débute dans les NCC 

à E10.5 et persiste dans les cellules de Schwann matures tout au long de la vie (Balakrishnan, 

Stykel et al. 2016). Le rôle de Sox9 dans la lignée schwannienne n’est toujours pas clair 

puisque les mutants hétérozygotes présentent une létalité périnatale, et les mutants 

homozygotes ne peuvent être générés (Bi, Huang et al. 2001). Quant à Sox10, sa présence 

est nécessaire durant le développement embryonnaire pour générer des cellules de Schwann 

et des cellules gliales satellites entourant les corps cellulaires neuronaux dans les ganglions 

sensoriels (Paratore, Goerich et al. 2001). Les analyses in vivo de modèles animaux Sox10- 

knockout montrent que Sox10 ne joue pas de rôle dans la survie des cellules de Schwann au 

stade postnatal, mais plutôt dans la maintenance d’une gaine de myéline intacte et 

fonctionnelle (Finzsch, Schreiner et al. 2010). Cela est cohérent avec son rôle dans l’activation 

de gènes impliqués dans la formation de la myéline (tels que Egr2, MBP, MPZ, MAG, et S100β) 
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en agissant de manière synergique avec d’autres facteurs de transcription (Pou3f1, Nfatc4 et 

Egr2) (Balakrishnan, Belfiore et al. 2021). 

L’expression de Sox2 est importante dans les cellules de l’ectoderme qui deviennent des NCC. 

Elle est maintenue mais en faible dose dans les SCP et les iSC ; ce qui est nécessaire pour 

maintenir une identité gliale et non neuronale des cellules. La présence de Sox2 est également 

importante pour inhiber l’expression de Mitf et favoriser ainsi la différenciation des SCP en 

cellules de Schwann myélinisantes et non pas en mélanocytes (Adameyko, Lallemend et al. 

2012). 

 Gènes Etv5 (Ets-domain) : Etv5 est exprimé dans les NCC et dans les cellules satellites 

gliales, mais est rapidement inhibé dans les SCP (Balakrishnan, Belfiore et al. 2021). 

 Tfap2α : Également exprimé dans les NCC et dans les SCP, puis rapidement inhibé dans 

les cellules de Schwann myélinisantes (Jessen and Mirsky 2019). Tfap2α est un régulateur 

négatif de la différenciation des cellules de Schwann puisque son expression continue dans les 

SCP empêche leur transition en iSC (Stewart, Brennan et al. 2001). 

 Pax3 : Également exprimé dans les NCC et est rapidement inhibé dans les SCP avant 

d’être réexprimé dans les cellules de Remak (Blake and Ziman 2013). La prolifération des 

cellules de Schwann et le blocage de l’apoptose sont induits par Pax3 durant le développement 

(Nakazaki, Shen et al. 2009). Lorsqu’il est surexprimé in vitro, Pax3 empêche la différenciation 

des cellules de Schwann en cellules myélinisantes en inhibant l’expression de MBP et Erg2 

induite par MPZ (Doddrell, Dun et al. 2012). En effet, Pax3 favorise la différenciation en cellules 

de Schwann non myélinisantes, ce qui cohérent avec son expression dans les cellules de Remak 

(Kioussi, Gross et al. 1995). 

 Pou3f1 (ou Oct-6), Jun, et Yy1 : L’expression de ces trois facteurs de transcription 

débute au stade des cellules de Schwann myélinisantes (Balakrishnan, Belfiore et al. 2021). 

Pou3f1 est exprimé dans les cellules de Schwann non myélinisantes et est inhibé lorsque 

commence la myélinisation. Cependant, Pou3f1 est nécessaire pour induire l’expression d’Egr2 

et initier le programme de myélinisation au moins jusqu’au dixième jour postnatal, agissant 

ainsi en synergie avec Sox10 (Ghislain and Charnay 2006). La surexpression de Pou3f1 entraîne 

une hypomyélinisation persistante et une perte axonale progressive en agissant comme un 

répresseur de la transcription de MBP et de MPZ (Ryu, Wang et al. 2007). 

Jun est exprimé dans les iSC tardifs à E17.5, et son expression est ensuite diminuée par Egr2 

avec le début de la myélinisation (Parkinson, Bhaskaran et al. 2004). La surexpression de Jun 
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bloque la myélinisation en inhibant l’expression de Egr2 et MPZ, initiant ainsi un programme 

de dédifférenciation des cellules de Schwann (Parkinson, Bhaskaran et al. 2008). En revanche, 

Yy1 déclenche l'expression d'Egr2 de manière dépendante de la neuréguline et est un 

régulateur positif de la myélinisation (He, Kim et al. 2010). 

 Egr1/Egr2 : Egr1 (ou Krox24) et Egr2 (ou Krox20) jouent des rôles opposés dans la 

myélinisation. En effet, l’activation d’Egr2 initie la différenciation finale en cellules de Schwann 

myélinisantes, induisant ainsi l’activation de gènes liés à la myéline tels que MBP, MPZ, et 

Pmp22 (Balakrishnan, Belfiore et al. 2021). Inversement, Egr1 est exprimé dans les cellules de 

Schwann non myélinisantes (Balakrishnan, Stykel et al. 2016). 

 
 

1.1 Profil des cellules de Schwann dans les cultures de DRG embryonnaires  
 

Il est bien connu qu'il existe des différences temporelles entre le développement des cellules 

de Schwann dans les cultures de DRG in vitro et dans les nerfs spinaux en développement in 

vivo. Dans les nerfs rachidiens en développement chez la souris, les NCC ayant à un destin glial 

se différencient en SCP et apparaissent dans les DRG vers E11 (Jacob 2015). Ensuite, les SCP 

commencent à migrer sur les axones naissants entre E12.5 et E13.5 pour peupler leurs cibles 

périphériques et subissent une transition à E15.5 en iSC qui se différencient ensuite en cellules 

de Schwann myélinisantes ou non myélinisantes, en périnatalité (Jessen and Mirsky 2019). 

Cependant, ces données ne peuvent pas être utilisées pour extrapoler la chronologie des 

transitions développementales des cellules de Schwann in vitro en raison de certains 

problèmes techniques. En effet, les DRG sont disséqués à partir d'embryons de souris vers la 

fin de la deuxième semaine de gestation (E12.5 ou E13.5). À ce stade, les SCP in vivo ont déjà 

commencé à quitter les DRG et à migrer sur les axones en développement (Jessen and Mirsky 

2005). Une fois disséqués et dissociés, les DRG donnent naissance de nouveau à des neurones 

sensoriels et à des SCP in vitro (Kim and Kim 2018), ce qui est possible grâce à la présence d’un 

réservoir de neurones sensoriels et de SCP dans le DRG. Par conséquent, une grande partie 

des évènements in vivo sont répétés avec une différence de phase in vitro. 

Une étude a été publiée en 2021 portant sur le développement et les transitions des cellules 

de Schwann dans les DRG embryonnaires en culture (Sundaram, El Jalkh et al. 2021). Comme 

indiqué précédemment, ce modèle de culture est souvent utilisé pour décrire le rôle de 

nouvelles molécules dans le développement et la myélinisation par les cellules de Schwann 
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(Taveggia and Bolino 2018). L’étude en question montre que les précurseurs des cellules de 

Schwann apparaissent entre le premier et le troisième jour in vitro (Day in vitro ; DIV), et 

continuent à peupler le milieu de culture durant les 7 premiers jours. De plus, la transition des 

SCP en iSC se fait entre DIV5 et DIV7 et les iSC se transforment en cellules de Schwann 

myélinisantes à partir du quatrième jour après l’induction de la myélinisation par ajout d’acide 

ascorbique dans le milieu de culture. Outre cela, l’étude a démontré que la différenciation en 

cellules de Schwann myélinisantes est comparable entre les iSC provenant de DRG 

embryonnaires et les cellules de Schwann néonatales provenant de nerfs sciatiques 

(Sundaram, El Jalkh et al. 2021). Le profil d’expression de gènes impliqués dans le 

développement des cellules de Schwann a également été étudié : 

 Des     gènes     exprimés     dans     les     SCP      in      vivo :      Dhh,      Mpz,      Mbp, 

Plp, Cnp 

 Des gènes exprimés dans les SCP mais dont l’expression diminue dans les iSC in vivo : 

Cad19 et Tfap2α 

 Un gène dont l’expression augmente lors de la transition des SCP en iSC dans les nerfs 

embryonnaires : Krox20 

Les résultats montrent une augmentation importante de l’expression de Dhh entre DIV1 et 

DIV3, puis une stagnation de son niveau d’expression entre DIV3 et DIV7. Un pic d’expression 

de Mpz a lieu entre DIV1 et DIV3, et son expression continue à augmenter graduellement 

jusqu’à DIV7. Mbp montre une augmentation modeste mais statistiquement significative entre 

DIV1 et DIV3 mais ne change pas significativement au-delà de DIV3. Plp montre un pic initial 

d’expression à DIV3 mais qui a cependant chuté momentanément à DIV5 et a atteint un 

plateau à DIV7. L’expression de Cnp augmente modérément entre DIV1 et DIV3 et reste stable 

jusqu’à DIV7. L'expression de Cad19 augmente de façon presque linéaire entre DIV1 et DIV5 

mais baisse entre DIV5 et DIV7. L'expression de Tfap2α conserve un profil plat entre DIV1 et 

DIV3 et commence à décliner après DIV3 pour chuter significativement à DIV7. L’expression de 

Krox20 ne varie pas entre DIV1 et DIV5, mais un pic d’expression est observé à DIV7 (Sundaram, 

El Jalkh et al. 2021). Ces résultats concordent avec l’ordre des évènements moléculaires 

observés dans les nerfs spinaux embryonnaires. Par exemple, l’expression de Dhh, Mpz, Mbp 

et Plp augmente dans les SCP à E12.5 chez la souris (Woodhoo and Sommer 2008) et 

également à DIV3 dans les cultures de DRG embryonnaires (Sundaram, El Jalkh et al. 2021). 

Les résultats obtenus sur l’expression de Cnp ne permettent pas de tirer des conclusions. En 
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effet, une étude préalable montre que Cnp est exprimé dans les cellules satellites à E14.5 et 

dans les racines ventrales à E17.5, mais ne précise pas son niveau d’expression dans les SCP 

(Deng, Kim et al. 2014). Deux autres études portent sur des périodes post-natales (Gravel, Di 

Polo et al. 1998). Les observations de Sundaram et al., suggèrent que l'expression de l’ARNm 

du Cnp diminue dans les SCP à partir de DIV3 en culture, mais cela doit être confirmé in vivo. 

De plus, il est connu que Krox20 est exprimé à deux reprises durant le développement du SNP : 

une fois à E10.5 au niveau des racines dorsales et ventrales, et une deuxième fois à E15.5 lors 

de la transition des SCP en iSC dans les nerfs périphériques. Les résultats obtenus par 

Sundaram et al., confirment ces évènements in vitro (pic d’expression entre DIV5 et DIV7, lors 

de la transition des SCP en iSC). En effet, la transition des SCP en iSC in vitro entre DIV5 et DIV7 

a davantage été confirmée par la chute des niveaux d’expression de Tfap2α durant cette 

période (Sundaram, El Jalkh et al. 2021). L'ensemble de ces résultats donne une image claire 

des transitions développementales des cellules de Schwann dans les cultures embryonnaires 

de DRG au cours desquelles les SCP prolifèrent et migrent sur les neurites en développement 

entre DIV1 et DIV5. A DIV5, les SCP commencent leur transition en iSC et à DIV7, la plupart des 

cellules présentes sur les neurites sont des iSC. 

 

Figure 4. Expression d'ARNm des marqueurs de la lignée des cellules de Schwann dans les nerfs 
périphériques embryonnaires La quantification empirique présentée ici a été extrapolée à partir 
d'études de microarray réalisées sur des nerfs embryonnaires murins (Buchstaller, Sommer et al. 2004) 
; (D'Antonio, Michalovich et al. 2006). Figure tirée de l’article de Sundaram et al. 2021. 
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1.2 Régénération et remyélinisation axonales suite à des lésions   
 

Contrairement au SNC, le SNP présente une capacité de régénération élevée suite à des lésions 

(Nocera and Jacob 2020). Cela est dû à la plasticité des cellules de Schwann. En cas de lésion 

axonale, les cellules de Schwann myélinisantes et non myélinisantes (cellules de Remak) 

subissent une reprogrammation qui favorise et guide la réparation. Cette reprogrammation 

des cellules de Schwann peut être divisée en deux processus se chevauchant partiellement : 

la démyélinisation et la conversion en cellules de Schwann réparatrices. La démyélinisation est 

caractérisée par la répression de gènes pro-myélinisants tels que Egr2 (ou Krox20), Mbp, Mpz 

(ou P0), PMP22, et Mag. De plus, certains gènes typiquement exprimés durant le 

développement sont réexprimés lors de la réparation tels que ‘neural cell adhesion molecule’ 

(NCAM), ‘p75 neurotrophin receptor’ (p75NTR) et ‘glial fbrillary acidic protein’ (GFAP). 

Cependant, les cellules de Schwann de réparation diffèrent des iSC ; ils sont caractérisés par 

l’expression de-novo de certains gènes (tels que Olig1 et Shh) (Nocera and Jacob 2020), et aussi 

par l’augmentation de l’expression de nombreuses protéines impliquées dans les processus de 

réparation (Figure 5) : 

 Une partie de ces protéines favorise la survie des neurones lésés et la repousse des 

axones proximaux (c-Jun, ‘glial cell-derived neurotrophic factor’ (GDNF), ‘brain-derived 

neurotrophic factor’ (BDNF), neurotrophin-3 (NT3), ‘artemin, nerve growth factor’ (NGF), 

‘vascular endothelial growth factor’ (VEGF), et ‘VEGF receptor 1’) (Chen, Yu et al. 2007, Scheib 

and Höke 2013, Jessen and Mirsky 2019). 

 Une deuxième partie de ces protéines initie la réponse immunitaire, promeut 

l’invasion et l’activation des macrophages, induit la formation des vaisseaux sanguins et la 

dégradation de la myéline (‘leukemia inhibitory factor’ (LIF), interleukine-1α (IL-1α) et -1β (IL- 

1β), ‘tumor necrosis factor-α’ (TNFα) et ‘monocyte chemotactic protein 1’ (MCP-1) (Cafferty, 

Gardiner et al. 2001, Martini, Fischer et al. 2008, Jessen and Mirsky 2019). 

 Une troisième partie de ces protéines est impliquée dans les changements 

morphologiques des cellules de Schwann et les interactions axogliales, dans la formation de 

liaisons nerveuses (en cas de transsection nerveuse) et de pistes de régénération le long 

desquelles les axones repoussent (c-Jun, Sox2 et neuréguline 1 (NRG1)) (Nocera and Jacob 

2020). 
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 Une quatrième partie de ces protéines est impliquée dans la remyélinisation des 

axones régénérés (‘zinc fnger E-box-binding homeobox 2’ (Zeb2), ‘nuclear factor-kappa B’ (NF- 

kB) et histone désacétylases 1 and 2 (HDAC1/2)) (Gomez-Sanchez, Pilch et al. 2017). 

Figure 5. Résumé des facteurs principaux qui ont lieu lors de la réparation axonale suite à une lésion, 
ainsi que les principaux facteurs responsables de la régénération axonale. 

 

En effet, les cellules de Schwann de réparation participent à la désintégration et à l'élimination 

des axones endommagés au cours du processus de dégénérescence wallérienne qui a lieu au 

niveau de la partie distale et qui est une période longue (par exemple un mois chez les rats 

(Gordon 2015)). Elles aident également à l'élimination des débris de myéline afin de créer un 

environnement favorable à la repousse au niveau du site de lésion. L'élimination des débris de 

myéline est réalisée par myélinophagie et par phagocytose, ainsi que par le recrutement et 

l'activation des macrophages. Ensuite, les cellules de Schwann sécrètent des facteurs 

trophiques qui favorisent la survie des neurones et la repousse axonale. Les cellules de 

Schwann de réparation et les cellules de Remak étendent ainsi de longs processus parallèles 

qui s'alignent en bandes appelées bandes de Büngner permettant de guider l'axone en 

repousse (bourgeonnement axonal) vers l'innervation de sa cible. Enfin, les cellules de 

Schwann prolifèrent, induisent une augmentation de l’expression des gènes pro-myélinisants, 

et se différencient à nouveau en cellules de Schwann myélinisantes qui myélinisent l’axone 

régénéré (Nocera and Jacob 2020). Il est important de noter que la régénération et la 

remyélinisation axonales suite à des lésions ne sont pas toujours suffisantes. 
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1.3 Limitations de la régénération axonale et de la récupération fonctionnelle  
 

Dans le SNP, la régénération axonale et la récupération fonctionnelle suite à des lésions sont 

souvent décevantes. En effet, elles dépendent de l’âge du patient, du délai avant toute 

intervention chirurgicale, et du type de la lésion. De ce fait, la récupération fonctionnelle suite 

à un écrasement de nerfs est souvent plus avancée que celle suite à une section de nerfs, mais 

elle est aussi meilleure après des lésions distales qu’après des lésions proximales puisque les 

axones ne doivent parcourir qu’une courte distance pour atteindre leur tissu cible et donc ont 

plus de chance de reformer des connections entre eux (Scheib and Höke 2013). Malgré les 

avancements en chirurgie, les axones en régénération ne parviennent souvent pas à 

sélectionner leurs tubes endoneuraux d’origine et finissent par réinnerver des cibles qu’ils 

n’innervaient pas initialement (Thomas, Stein et al. 1987). Un autre défi majeur de la 

récupération fonctionnelle serait la diminution de la capacité de régénération neuronale après 

axotomie chronique (état dans lequel les neurones régénèrent leurs nerfs mais n’ont toujours 

pas établi de contact fonctionnel avec leurs cibles dénervées) (Gordon 2015). Les cellules de 

Schwann chroniquement dénervées diminuent en nombre et perdent progressivement leur 

phénotype de soutien et de support à la croissance (Gordon, Wood et al. 2018). Les fibres 

musculaires chroniquement dénervées conservent leurs cellules satellites qui fournissent des 

noyaux lorsque les fibres sont réinnervées (Carraro, Kern et al. 2015). Cependant, le nombre 

de cellules satellites ainsi que leur capacité proliférative sont limités puisque les fibres 

nerveuses retrouvent rarement leur taille initiale (Gordon, Tyreman et al. 2011) : certaines 

lésions engendrent des modifications nerveuses et des dysfonctionnements irréversibles 

causant ainsi des douleurs neuropathiques chroniques (Finnerup, Sindrup et al. 2007). 

 

II. Douleur neuropathique chronique (DNC) 

 
1. Définition de la DNC 

 

La douleur est une sensation sensorielle et émotionnelle désagréable associée à des lésions 

tissulaires réelles ou potentielles (Finnerup, Kuner et al. 2021). En effet, il existe trois types de 

douleur (Bernatoniene, Sciupokas et al. 2023) : 

 La douleur nociceptive : c’est le résultat d’une lésion aigue des tissus (muscles, 

articulations…) et s’estompe au fur et à mesure que la lésion guérit 
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 La douleur neuropathique : elle est causée soit par une maladie soit par une lésion au 

niveau du SNC ou du SNP 

 La douleur nociplastique : c’est le résultat de l’altération de la nociception ; des stimulus 

normalement non douloureux deviennent douloureux bien qu’il n’y ait pas de lésion tissulaire 

apparente 

Nous nous intéressons à la douleur neuropathique, qui est le résultat d’une signalisation 

neuronale aberrante (Finnerup, Kuner et al. 2021). Elle peut être causée par une compression 

nerveuse, des traumatismes du système nerveux, une neuropathie diabétique, ou une 

névralgie (Bernatoniene, Sciupokas et al. 2023). Les cellules immunitaires, la microglie et 

l’astroglie dans la moelle épinière, libèrent les cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IL-1b, 

qui jouent un rôle primordial dans l’étiologie et les mécanismes de la douleur neuropathique 

(Sacerdote, Franchi et al. 2013). De plus, l’inflammation stimule la synthèse de prostaglandines 

en induisant l’expression de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2) (Gao and Ji 2010). Il est important 

de noter que la douleur neuropathique peut devenir chronique. 

En effet, la douleur chronique est caractérisée par un traitement irrégulier des influx nerveux 

somatosensoriels dans le SNP ou le SNC qui dure plus de 12 semaines (Fasick, Spengler et al. 

2015). La douleur neuropathique chronique (DNC) est donc une forme spécifique de la douleur 

chronique et touche ente 6,9% et 10% de la population mondiale. Elle est causée par un 

endommagement (une lésion) ou une maladie du système nerveux somatosensoriel qui 

englobe les fibres périphériques (fibres Aβ, Aδ et C) et les neurones centraux (Bethea and 

Fischer 2021). Les nerfs somatosensoriels ont pour origine la peau, les muscles, les 

articulations, et les fascias. Ils comprennent des thermorécepteurs, mécanorécepteurs, 

chimiorécepteurs, pruricepteurs, et nocicepteurs qui envoient des signaux à la moelle épinière 

et les acheminent finalement vers le cerveau pour un traitement ultérieur (Colloca, Ludman 

et al. 2017). Dans les conditions physiologiques, il existe des mécanismes protecteurs de 

réparation qui interviennent suite à des lésions du SNP. Cependant, les mécanismes 

pathologiques (des pathologies auto-immunes ou neurodégénératives, des cancers et de la 

chimiothérapie), ainsi que des prédispositions génétiques peuvent conduire à l’apparition de 

la DNC (Colloca, Ludman et al. 2017, Murphy, Bethea et al. 2017). Ainsi, des changements au 

niveau des canaux ioniques, la stimulation de cellules immunitaires, la production de 

substances par les cellules gliales, et la modulation de l’expression de certains gènes induisent 

une sensibilisation centrale et périphérique (Tableau 1Erreur ! Source du renvoi introuvable.) 
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(Bernatoniene, Sciupokas et al. 2023). De ce fait, les nerfs endommagés envoient des signaux 

en continu vers le cerveau, engendrant ainsi la sensation permanente de douleur (Finnerup, 

Kuner et al. 2021) (Szewczyk, Jamroz-Wiśniewska et al. 2022). 

 
Tableau 1. Récepteurs, canaux, et processus impliqués dans la douleur neuropathique chronique 
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Suite à des lésions nerveuses, les patients atteints de DNC présentent généralement des 

symptômes distincts tels que des brûlures, des sensations d’électricité, de l’allodynie (douleur 

résultant de stimulations non douloureuses), et de l’hyperalgésie (douleur exagérée suite à un 

stimulus douloureux). De plus, leurs symptômes sont accompagnés de troubles du sommeil, 

d’anxiété, de dépression, et de modifications majeures de la qualité de vie (Attal, Lanteri-Minet 

et al. 2011, Finnerup, Haroutounian et al. 2016). Il est ainsi important de trouver des 

traitements pour soigner la DNC et améliorer la qualité de vie des patients. 

 

2. Traitements disponibles pour la DNC et effets secondaires 
 

Il est important de souligner qu’il n’existe toujours pas de traitement efficace pour traiter la 

DNC (Finnerup, Kuner et al. 2021). En effet, le groupe ‘Neuropathic Pain Special Interest group’ 

(NeuPSIG), du ‘International Association for the Study of Pain’ (IASP), a publié des 

recommandations pour le traitement de la DNC (Finnerup, Attal et al. 2015). Les médicaments 

fortement recommandés sont les antidépresseurs tricycliques (TCA), la gabapentine, la 

prégabaline, et les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline. Les 

médicaments faiblement recommandés sont les patchs de capsaïcine à 8 %, les patchs de 

lidocaïne et les injections sous-cutanées de toxine botulique de type A (Finnerup, Attal et al. 

2015). Les opioïdes constituent la classe de médicaments la moins recommandée pour le 

traitement de la DNC puisqu’ils causent des effets secondaires indésirables tels que 

l’hyperalgésie, l’immunosuppression, et l’addiction (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). 

L’absence de traitement efficace pour traiter la DNC a des répercussions sur la qualité de vie 

des patients ainsi que sur le système de santé en général (Bouhassira, Lantéri-Minet et al. 

2008). C’est pourquoi il devient de plus en plus urgent de trouver des approches 

thérapeutiques pour répondre aux besoins de ces patients. 

En effet, les thérapies combinant à la fois des actions analgésiques, neuroprotectrices, et 

neurorégénératives, ciblant à la fois plusieurs mécanismes pathologiques impliqués dans la 

DNC pourraient présenter des approches innovantes sans risque d’addiction. Un exemple de 

ces thérapies serait le composé GRT-X (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). 
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III. Le composé GRT-X 
 

Le composé GRT-X (N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-1-(2-methoxyethyl)-4-methyl-2-oxo-(7- 

trifluoromethyl)-1H-quinoline-3-caboxylic acid amide) (Figure 6) a été synthétisé lors de la 

recherche et du développement d’analgésiques activateurs des canaux potassiques voltage- 

dépendant Kv7. La composition du GRT-X diffère de celle de la rétigabine (activateur des Kv7 ; 

joue un rôle antiépileptique) par l’absence d’une composante GABA-ergique. 

D’une part, un essai de fluorimétrie réalisé sur des cellules CHO-K1 recombinantes a montré 

que le GRT-X active les canaux potassiques Kv7.2/3 avec une puissance et une efficacité 

supérieure à celles de la rétigabine. Cela a été confirmé par des enregistrements de patch- 

clamp. De plus, le GRT-X active faiblement les canaux Kv7.4 et Kv7.5 et n’inhibe pas les Kv7.1 

qui forment les complexes de canaux cardiaques, écartant ainsi l’hypothèse éventuelle d’effets 

cardiaques indésirables causés par le GRT-X. Outre cela, l’administration du GRT-X sur des 

cultures de DRG adultes conduit à une hyperpolarisation. Cet effet d’hyperpolarisation a été 

significativement et complètement inversé après l'ajout de l'antagoniste non sélectif des Kv7, 

le XE991 (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022). Ces résultats confirment que le GRT-X active les 

Kv7, et plus spécifiquement les Kv7.2/3. 

D’autre part, plusieurs études démontrent le rôle de TSPO dans la synthèse neurostéroïdienne, 

l’amélioration de la DNC, l’accélération de la repousse axonale, et la récupération fonctionnelle 

suite à des lésions chez les rongeurs (Papadopoulos, Fan et al. 2018). Il est intéressant de noter 

que lors d’un screening de récepteurs et de canaux ioniques, il a été démontré que le GRT-X 

se lie non seulement aux Kv7, mais également à la protéine mitochondriale transmembranaire 

TSPO (translocator protein) en l’activant. L’étude de l’affinité du GRT-X à TSPO a été réalisée in 

vitro sur des membranes de cœur de rats et sur la lignée cellulaire de glioblastome neuronal 

humain U-118 MG en utilisant le composé radioactif [3H]PK11195 (PK11195 étant un ligand de 

TSPO). Cette étude a démontré que le GRT-X se lie aux membranes de cœurs de rats avec une 

affinité élevée, et aux cellules U-118 MG avec une affinité modérée. De plus, les résultats 

montrent une augmentation de la synthèse de neurostéroides in vitro (cellules de gliome C6 

de rat en culture) et in vivo (cerveaux de rats) suite à l’administration du GRT-X. Cela implique 

que la liaison du GRT-X à TSPO stimule le transport intramitochondrial du cholestérol et 

augmente ainsi la neurostéroïdogenèse. 
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La sélectivité du GRT-X a été étudiée dans le cadre d'études de profilage de cibles in vitro, en 

testant l’affinité du GRT-X avec plus de 140 cibles de différentes classes pharmacologiques 

(canaux ioniques, récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), transporteurs, kinases et autres 

enzymes). Il s’est avéré que le GRT-X n'a aucune interaction pertinente avec les différentes 

cibles testées. 

Ainsi, le GRT-X active à la fois les canaux Kv7 (plus précisément les Kv7.2/3) (effet analgésique) 

et TSPO (effet neuroprotecteur et neurorégénérateur potentiellement), et aurait donc un 

double mode d’action (MoA) qui pourrait améliorer la DNC, atténuer la progression de la 

neuropathie, et contribuer à la récupération fonctionnelle (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 

2022). 

 

 
 

 
Figure 6. Structure du GRT-X (N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-1-(2-methoxyethyl)-4-methyl-2-oxo-(7- 
trifluoromethyl)-1H-quinoline-3-caboxylic acid amide). (A) Structure chimique du GRT-X. (B) 
Représentation 2D du GRT-X. 

 
 

1. Les cibles du GRT-X 
 

Pour mieux comprendre le mode d’action du GRT-X, il est important de comprendre les rôles 

de ses différentes cibles. 
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1.1 TSPO  
 

Comme évoqué précédemment, l’étude réalisée par Bloms-Funke et al montre que le GRT-X 

se lie à TSPO (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022). En effet, TSPO (translocator protein, 18 kDa) 

est une protéine ubiquitaire se trouvant au niveau de la membrane externe de la mitochondrie 

(Gavish and Veenman 2018). Elle est constituée de cinq hélices α transmembranaires 

hydrophobes qui sont suffisamment longues pour s’étirer sur la bicouche lipidique, avec une 

extrémité C-terminale dans le cytosol et une courte extrémité N-terminale qui se trouve dans 

l’espace intermembranaire de la mitochondrie. En outre, TSPO interagit avec le pore de 

transition de perméabilité mitochondriale (mPTP), formé par le canal anionique voltage- 

dépendant (VDAC, 30 kDa) situé au niveau de la membrane mitochondriale externe, et le 

translocateur du nucléotide adénine (ANT, 32 kDa), situé dans la membrane mitochondriale 

interne (Veenman, Shandalov et al. 2008). Le VDAC permet le passage de nucléotides, de 

métabolites et d’ions (dont le calcium (Ca2+)) entre l’espace intermembranaire mitochondrial 

et le cytoplasme. L’ANT échange de l’ATP libre avec de l’ADP libre à travers la membrane 

mitochondriale interne. TSPO est ainsi impliquée dans l’ajustement de l’ouverture et de la 

fermeture du mPTP. Cela pourrait conduire à l’apoptose par l’ouverture du mPTP, ou à la 

favorisation de la protection cellulaire par le blocage du mPTP (Elkamhawy, Park et al. 2017). 

L’expression basale de TSPO est nécessaire pour le maintien de l’homéostasie. En effet, TSPO 

est fortement exprimée dans les tissus synthétisant les hormones stéroïdiennes (cortex 

surrénal, gonades, placenta), et faiblement exprimée dans le cerveau (Bonsack and Sukumari- 

Ramesh 2018). La modification de l’expression basale de TSPO pourrait être le signe d’une 

pathologie. Pour cela, TSPO est de plus en plus utilisée comme biomarqueur de certaines 

maladies (maladie d’Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, et la sclérose en plaque en PET 

scan (position emission tomography) (Nutma, Ceyzériat et al. 2021). 

En outre, TSPO est également impliquée dans le métabolisme du cholestérol grâce à son 

interaction avec ce dernier par l’intermédiaire d’un long C-terminal extramitochondrial situé 

au niveau de l’hélice transmembranaire 5 (TM5) contenant un domaine de reconnaissance du 

cholestérol (CRAC). Il est important de noter que les études portant sur le rôle de TSPO dans 

la steroidogenèse sont controversées : en effet, certaines études montrent que la TSPO permet 

l’internalisation du cholestérol à l’intérieur de la mitochondrie et est donc indispensable à la 
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steroidogenèse, alors que d’autres études montrent que l’absence de la protéine 

mitochondriale n’affecte pas la synthèse de stéroïdes (Lacapère, Duma et al. 2020). 

De plus, il a été démontré que des ligands spécifiques de TSPO permettent de diminuer la 

neuroinflammation (tels que les ligands 2-Cl-MGV-1 ((2-(2-chlorophenyl) quinazolin-4-yl 

dimethylcarbamate)) et MGV-1) (Monga, Nagler et al. 2019). Il est important de noter qu’il 

existe plusieurs ligands de TSPO qui jouent des rôles importants dans certaines pathologies : 

 Etifoxine (commercialisé sous le nom de STRESAM®) : agoniste de TSPO, agit comme 

anxiolytique, module les réponses inflammatoires, promeut la régénération axonale et la 

récupération fonctionnelle (Girard, Liu et al. 2008, Li, Li et al. 2017). 

 PK11195 (2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isoquinolinecarboxamide) : 

peut agir comme agoniste ou antagoniste de TSPO dépendamment du contexte, réduit le 

dépôt de plaques β-amyloïdes solubles et améliore le comportement chez des modèles 

expérimentaux de la maladie d’Alzheimer, augmente la survie neuronale et inhibe l'activation 

microgliale chez des modèles expérimentaux de la maladie de Huntington (Leaver, Reynolds 

et al. 2012, Christensen and Pike 2018). 

 XBD173 (N-Ethyl-7,8-dihydro-7-methyl-8-oxo-2-phenyl-N-(phenylmethyl)-9H-purine- 

9-acetamide, commercialisé sous le nom d’EMAPUNIL®) : agoniste de TSPO, diminue la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques, préserve le métabolisme de la dopamine 

striatale, prévient les dysfonctionnements moteurs et diminue le stress cellulaire et l'apoptose 

chez un modèle expérimental de la maladie de Parkinson (Gong, Szego et al. 2019). 

 Ro5-4864 : agoniste de TSPO, a un effet analgésique et remyélinisant suite à une lésion 

du nerf sciatique chez le rongeur, promeut la survie des motoneurones de la moelle épinière 

néonatale suite à l'axotomie du nerf sciatique, promeut la survie des motoneurones faciaux 

adultes après axotomie, diminue l'accumulation de plaques Aβ dans l'hippocampe et améliore 

le comportement chez un modèle expérimental de la maladie d’Alzheimer (Mills, Makwana et 

al. 2008, Barron, Garcia-Segura et al. 2013, Gong, Szego et al. 2019). 

Actuellement, il n’existe toujours pas d’outil pharmacologique agissant exclusivement en tant 

qu’antagoniste de TSPO. Ainsi, l’investigation du rôle de TSPO dans certains ligands (tel que 

GRT-X) nécessite le recours aux souris TSPO-KO pour bloquer l’expression de la protéine. En 

effet, le nom complet de ces souris est : C57BL/6-Tspotm1GuWu (GuwiyangWurra)-knockout 

mice (TSPO-KO). Pour obtenir ce modèle expérimental, des cellules souches embryonnaires 

contenant des sites loxP flanquant les exons 2 et 3 et une cassette de néomycine entre les 
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exons 3 et 4 au niveau de l’allèle Tspo sont injectées dans des souris C57BL/6. Les souris 

positives pour la présence d'allèles Tspo ciblés sont ensuite croisées avec des souris C57BL/6 

Cre-deleted pour générer des souris hétérozygotes globalement déficientes en Tspo, qui sont 

ensuite accouplées avec des souris C57BL/6 sauvage pour supprimer le transgène Cre. Les 

souris sont génotypées par Southern blot en utilisant de l'ADN génomique isolé à partir de 

biopsies de la queue et amplifié par PCR (Liere, Liu et al. 2023). 

TSPO est donc devenue une cible importante dans le suivi de plusieurs maladies 

neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la maladie 

de Parkinson, en utilisant l'imagerie par radioligands de la TSPO en PET-scan. De plus, elle joue 

plusieurs rôles importants dans la diminution de la neuroinflammation, dans la 

neuroprotection, la régénération axonale, et la récupération fonctionnelle suite à des lésions. 

C’est pourquoi, nous avons rédigé un article de synthèse résumant les différentes fonctions de 

TSPO ainsi que les avancements dans son utilisation comme biomarqueur et comme 

traitement potentiel de certaines maladies. Cet article a été publié en juillet 2022 dans le 

‘Biochemical journal’ (El Chemali, Akwa et al. 2022) (DOI: 10.1042/BCJ20220050). 
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1.2 Les canaux potassiques voltage-dépendants Kv7.2/3  
 

Les canaux potassiques Kv7 voltage-dépendants, en particulier les Kv7.2/3, constituent la 

deuxième cible du GRT-X. Les Kv7.2/3 sont localisés au niveau du segment initial de l’axone, là 

où les potentiels d’action sont nés (Figure 7). 

 
 

 
 

Figure 7. Localisation des canaux potassiques voltage-dépendants Kv7.2/3 au niveau du segment initial de 
l'axone 

 

Les canaux Kv7.2/Kv7.3 sont des hétéro-tétramères composés des sous-unités des canaux 

Kv7.2 et Kv7.3. Chaque sous-unité est une protéine à 6 domaines transmembranaires avec des 

domaines N- et C-terminaux localisés intracellulairement, avec une extrémité C-terminale 

particulièrement longue (Hefting, D'Este et al. 2020). Ils sont codés par les gènes KCNQ, 

permettent la sortie du potassium vers l’extérieur des cellules, et jouent des rôles 

physiologiques importants dans plusieurs types cellulaires (neurones, cellules cardiaques, et 

cellules bêta du pancréas) (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). En effet, il existe cinq 

membres appartenant à la famille des Kv7 : Kv7.1 à Kv7.5, dont quatre exprimés dans le 

système nerveux (Kv7.2-Kv7.5), où ils constituent les sous-unités des canaux potassiques à bas 

seuil de voltage, initialement appelés les ‘M-channels’, ou canaux-M (Bloms-Funke, Bankstahl 

et al. 2022). Les canaux-M présents dans les neurones sont surtout formés par les sous-unités 

Kv7.2 et Kv7.3, avec une rare présence des Kv7.5. Les Kv7.4 sont principalement exprimés dans 

les systèmes auditif et vestibulaire, mais contribuent aussi à la formation des canaux-M dans 
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les neurones dopaminergiques centraux (Brown, Henny et al. 2009). Les canaux-M ne 

s’inactivent pas puisqu’ils possèdent un seuil bas d’activation (60 mV). Cela génère un courant 

sortant voltage-dépendant régulier et permet donc de stabiliser le potentiel de la membrane 

en présence de courants dépolarisants. Leur activation est relativement lente (quelques 

dizaines de millisecondes) et ne participent donc pas à la repolarisation des potentiels 

d’actions individuels, mais peuvent exercer un effet inhibiteur sur l’excitabilité neuronale 

continue (Brown 1990). Des mutations des gènes KCNQ2 et KCNQ3 ont été associées à des 

formes néonatales héréditaires d'épilepsie (Wang, Lin et al. 2017). La modulation de 

l’excitabilité neuronale par les Kv7.2/3 en fait d’eux une cible intéressante pour le traitement 

de formes héréditaires et acquises d’épilepsie, et de pathologies impliquant des altérations de 

l’excitabilité neuronale telle que la DNC (Greene and Hoshi 2017). L'alkyl-carbamate rétigabine 

a été le premier modulateur allostérique positif permettant l’ouverture des canaux Kv7 

développé pour le traitement de l'épilepsie (Gunthorpe, Large et al. 2012). Cependant, la 

rétigabine a été retirée du marché en 2017 puisqu’il a été à l’origine de changements de 

pigmentation au niveau de la peau et de la rétine. De plus, cette molécule possède une 

composante GABAmimétique qui pourrait causer une hyperexcitabilité de sevrage après l’arrêt 

d’un traitement de longue durée (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022). Il est important de 

noter qu’il existe un ligand sélectif agoniste des Kv7.2/3 et qui permet leur ouverture : le 

composé ICA-27243 (N-(6-chloro-pyridin-3-yl)-3,4-difluoro-benzamide). En effet, ce composé 

a été à l’origine d’une hyperpolarisation du potentiel membranaire dans des cellules humaines 

de neuroblastome, de la suppression réversible de l’activité épileptique dans un modèle ex 

vivo de coupes d’hippocampe, et d’une activité anticonvulsivante dans un modèle in vivo de 

souris épileptiques (Wickenden, Krajewski et al. 2008). De plus, le composé ICA-27273, ainsi 

qu’un autre activateur des Kv7.2/3 (la fulpirtine), inhibent la CNP dans des modèles animaux 

de douleur ainsi que chez les humains, et sont neuroprotecteurs dans des modèles 

précliniques de patients (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). Les Kv7.2/3 peuvent être 

bloqués par un antagoniste : il s’agit du composé XE991 (10,10-bis (4-pyridinylmethyl)-9(10H)- 

anthracenone dihydrochloride). Cette molécule engendre une dépolarisation du potentiel 

membranaire de repos (Yeung and Greenwood 2005). 

De ce fait, les canaux Kv7, particulièrement les Kv7.2/3, sont une cible intéressante pour le 

développement de traitement pour l’épilepsie, mais aussi d’autres pathologies telles que la 

DNC. 



62  

 

2. Etudes récentes sur les rôles du GRT-X 

 
2.1 Effet antiépileptique du GRT-X  

 
L’épilepsie est l’un des troubles neurologiques les plus courants causant des crises récurrentes 

spontanées. Ces crises sont accompagnées d’altérations structurelles du cerveau et de 

comorbidités cognitives et psychiatriques. Cette maladie touche les deux sexes et tous les âges, 

et est répandue dans le monde entier (Beghi 2020). Il devient de plus en plus urgent de trouver 

un traitement efficace puisqu’il s’avère que les crises sont résistantes aux traitements actuels 

chez 30% des patients. Parmi les 30 médicaments antiépileptiques cliniquement approuvés, la 

rétigabine est le seul traitement agissant comme modulateur allostérique positif des canaux 

potassiques Kv7 qui permet leur ouverture (Gunthorpe, Large et al. 2012). 

L’action du GRT-X comme activateur des Kv7, en particulier les Kv7.2/3, en fait de lui un 

traitement potentiel pour l’épilepsie. Dans une étude conduite par Bloms-Funke et al, l’effet 

antiépileptique du GRT-X a été comparé à celui de la rétigabine dans six modèles 

expérimentaux d’épilepsie : 

 Test de l’électrochoc maximal chez le rat (maximal electroshock seizure, MES) 

 Seuil des crises électroconvulsives chez le rat (electroconvulsive seizure, ECS) 

 Test de crise sous-cutanée (s.c.) au pentylène-tétrazole (PTZ) chez le rat 

 Test de seuil d'épilepsie PTZ par voie intraveineuse (i.v.) chronométrée chez le rat 

 Crises audiogènes chez les souris DBA/2 

 Crises d'épilepsie 6-Hz chez la souris 

Pour chaque modèle expérimental, la rétigabine et le GRT-X ont été testés à différentes doses 

et administrés 30 minutes avant l’induction des crises épileptiques. Les effets de ces molécules 

ont été comparés à ceux de leurs véhicules respectifs. Les résultats montrent que le GRT-X a 

un effet antiépileptique significativement plus important et 30 fois plus efficace que la 

rétigabine dans trois des modèles expérimentaux testés (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022). 

En effet, cela peut s’expliquer par le fait que le GRT-X active TSPO et que cela stimule la 

neurostéroïdogenèse et donc la synthèse d’allopregnanolone. Il a déjà été démontré que 

l’allopregnanolone exerce un effet antiépileptique en agissant via le site de liaison des 

neurostéroïdes du récepteur GABAA et augmente ainsi l'inhibition GABAergique au niveau des 

récepteurs synaptiques et extrasynaptiques (Reddy 2011). L’étude conduite par Bloms-Funke 
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et al montre que le GRT-X possède les mêmes effets indésirables que ceux induits par des 

traitements antiépileptiques approuvés en clinique, causant une sédation et une ataxie à 

doses élevées (Perucca and Gilliam 2012). Cependant, les effets secondaires indésirables sur 

le SNC (ataxie, chute de la température corporelle) induits par le GRT-X sont moins prononcés 

que ceux induits par la rétigabine chez le rat, mais sont similaires pour les deux traitements 

chez la souris (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022). De ce fait, les canaux potassiques Kv7.2/3 

gagnent de plus en plus d’importance dans la compréhension et la recherche de traitements 

pour les pathologies causées par une hyperexcitabilité neuronale telles que l’épilepsie (Löscher 

and Klein 2021). Le double MoA du GRT-X pourrait en effet promouvoir l’effet antiépileptique 

de cette molécule. 

 
2.2 Effet neuroprotecteur du GRT-X  

 
Comme mentionné précédemment, le GRT-X se lie à la fois aux Kv7.2/3 et à TSPO. Cela en fait 

de lui une molécule intéressante pour le traitement de maladies causées par une 

hyperexcitabilité neuronale (telle que l’épilepsie), mais aussi pour le traitement de la DNC, 

l’atténuation de la progression de la neuropathie, et aider à la récupération fonctionnelle. Pour 

cela, l’équipe de Bloms-Funke et al a conduit une deuxième étude permettant d’évaluer les 

rôles neuroprotecteur et neurorégénérateur potentiels du GRT-X. Pour se faire, trois modèles 

expérimentaux ont été utilisés : 

 Rats Sprague Dawley : neuropathie diabétique induite par injection de streptozotocine 

(STZ) 

 Rats Sprague Dawley : modèle de lésion par écrasement sévère des nerfs rachidiens 

cervicaux (C5-C7, 5 mm distal des DRG) 

 Rats Sprague Dawley : étude de la préférence de place conditionnée 

L’effet du GRT-X a été comparé à celui d’autres traitements dans ces différents modèles 

expérimentaux : ICA-27243, étifoxine (6-Chloro-N-ethyl-4-methyl-4-phenyl-4H-3,1- 

benzoxazin-2-amine ; ligand de TSPO), PK11195, ICA-27243, rétigabine, olesoxime (activateur 

de TSPO et du VDAC), finastéride (inhibiteur de la 5-alpha réductase, donc inhibiteur de la 

neurostéroïdogenèse), et XE991. 

Les résultats montrent que le GRT-X inhibe l’hyperalgésie chez les rats diabétiques et est plus 

efficace que la rétigabine et l’olesoxime. Il est important de noter que l’inhibition de 

l’hyperalgésie par le GRT-X a été partiellement bloquée lorsque ce premier traitement a été 
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suivi d’un traitement au XE991 (inhibiteur des Kv7.2/3) d’une part, et au finastéride (inhibiteur 

de la 5-alpha réductase) d’autre part, prouvant ainsi que l’effet observé est dû au double mode 

d’action du GRT-X (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). 

De plus, le nombre d’axones en régénération a augmenté grâce au traitement GRT-X suite à 

une lésion sévère par écrasement au niveau des nerfs cervicaux. Le GRT-X a également permis 

une récupération de sensibilité thermique et mécanique à partir de 4 semaines post-lésion. 

Cependant, l’étifoxine et le composé ICA-27243 ont engendré une récupération fonctionnelle 

à partir de la huitième semaine post-lésion, montrant ainsi une efficacité plus rapide du GRT- 

X. 

Pour le test de préférence de la place conditionnée, il s’est avéré que le GRT-X n’a pas causé de 

sensibilisation même à la dose la plus élevée, prouvant ainsi qu’il est dépourvu de potentiel 

d’addiction (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022). 

Le GRT-X jouerait ainsi des rôles neuroprotecteurs et neurorégénérateurs et aurait moins 

d’effets secondaires indésirables que les molécules actuellement approuvées cliniquement. 

Le composé GRT-X a un double mode d’action unique : il permet d’activer sélectivement les 

Kv7.2/3, et la protéine transmembranaire mitochondriale TSPO. Ce composé a permis de 

réguler l’hyperexcitabilité neuronale dans trois modèles expérimentaux d’épilepsie, et s’est 

avéré plus efficace que la rétigabine. De plus, le GRT-X a non seulement réduit l'hyperalgésie 

causée par la neuropathie diabétique, mais a également favorisé la survie et la régénération 

des neurones et a accéléré le taux de récupération fonctionnelle suite à une lésion sévère des 

nerfs cervicaux. Les études sur la préférence de place conditionnée n'ont montré aucun 

potentiel gratifiant, renforçant l’idée que c’est une molécule sans effets secondaires 

d’addiction. 

En conclusion, le GRT-X peut constituer une thérapie non opioïde efficace qui pourrait non 

seulement contrôler les symptômes de la douleur, mais aussi prévenir et inverser la DNC, 

réguler l’hyperexcitabilité neuronale, et ainsi permettre d'améliorer la qualité de vie des 

patients. 

Cependant, aucune étude mécanistique n’a été réalisée et les mécanismes d’action de cette 

molécule demeurent inconnus. 
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But de l’étude 

 
Bien que les nerfs périphériques adultes conservent la capacité de se régénérer, la 

restauration fonctionnelle reste souvent décevante en cas de lésions traumatiques ou de 

neuropathies périphériques. De plus, une mauvaise récupération est souvent associée au 

développement de douleurs neuropathiques chroniques. La protéine translocatrice 

mitochondriale (translocator protein, TSPO, 18 kDa) et les canaux potassiques Kv7.2/3 

(KCQN2/3) voltage-dépendants sont deux cibles prometteuses pour favoriser la régénération 

des nerfs périphériques et la récupération fonctionnelle, et pour prévenir la chronicisation des 

douleurs neuropathiques. Récemment, une nouvelle classe de molécules ciblant à la fois TSPO 

et les Kv7.2/3 a été développée par la compagnie pharmaceutique Grünenthal. Le but de cette 

thèse est d’étudier le rôle du GRT-X, un représentant de cette classe, dans la poussée 

axonale. Cette preuve de concept a été effectuée sur des cultures d’explants et des cultures 

dissociées de ganglions spinaux (ou Dorsal Root Ganglia, DRG) embryonnaires à E13.5 

provenant soit de souris C57BL6/J, soit de souris TSPO-KO. 

Premièrement et avant de tester les effets régénérateurs du GRT-X, des expériences 

préliminaires ont été réalisées pour déterminer 1) la concentration qui n’affecte pas la 

viabilité cellulaire, et 2) le marqueur axonal sur des cultures de DRG de souris embryonnaires 

provenant de souris C57BL6/J gestante à E13.5. 

Deuxièmement, le rôle du GRT-X sur la poussée axonale a été testé sur des DRG 

embryonnaires provenant de souris C57BL/6. Cet effet a été comparé à celui d’autres ligands : 

étifoxine (agoniste de TSPO), XBD173 (agoniste de TSPO), ICA-27243 (agoniste des Kv7.2/3), et 

XE991 (antagoniste des Kv7.2/3). Des études de microscopie ainsi que des études moléculaires 

(RT-qPCR) ont été réalisées. 

Troisièmement, des études de cinétique et de doses ont été effectuées. Pour cela, les 

DRG ont été cultivés en présence des différents traitements (GRT-X, XBD173, ICA-27243, et 

XE991) à différentes doses (1 ou 2 traitements) et ont été arrêtées à différents temps (Day in 

vitro (DIV) 4 ou DIV8) et des analyses microscopiques ont été réalisées. 

Quatrièmement, l’importance du double mode d’action du GRT-X a été étudiée. Comme 

il n’existe pas d’outil pharmacologique permettant de bloquer l’expression de TSPO, les mêmes 

expériences ont été reprises sur des DRG embryonnaires provenant de souris TSPO-KO. Suite 
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aux différents traitements, des études de microscopie ainsi que des études moléculaires (RT- 

qPCR) ont été réalisées. 

 

Figure 8. Notre but est d’une part de montrer les effets de GRT-X sur la poussée et axonal, et d’autre part sur 
la modulation de l’expression les gènes cibles (Tspo, Kv7.2/), et sur les gènes impliqués dans la différenciation 

Schwannienne (Dhh, Krox20, CNPase), la myélinisation (Mpz, Mbp, Plp), et la structure neuronale (Tfap2α, 
Stmn2, Périphérine, Nfh) 
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Matériels et Méthodes 
 
 

I. Produits chimiques 
 

Les composés GRT-X (N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-1-(2-methoxyethyl)-4-methyl-2-oxo-(7- 

trifluoromethyl)-1H-quinoline-3-caboxylic acid amide) et étifoxine (6-Chloro-N-ethyl-4- 

methyl-4-phenyl-4H-3,1-benzoxazin-2-amine ont été synthétisés) par Grünenthal GmbH (Aix- 

la-Chapelle, Allemagne). Les composés XBD173 (N-Ethyl-7,8-dihydro-7-methyl-8-oxo-2- 

phenyl-N-(phenylmethyl)-9H-purine-9-acetamide) et XE991 (10,10-bis (4-pyridinylmethyl)- 

9(10H)-anthracenone dihydrochloride) ont été achetés de chez Sigma Aldrich Chimie 

(références : SML1223 et X2254 respectivement). Le composé ICA-27243 (N-(6-chloro-pyridin- 

3-yl)-3,4-difluoro-benzamide) a été acheté de chez TargetMol (référence : T15545). Tous les 

composés ont été dissous dans de l'éthanol (EtOH) à une concentration finale de 10 µM, à 

l'exception de l'étifoxine qui a été utilisée à une concentration finale de 20 µM selon la 

littérature (Girard, Liu et al. 2008). 

 
II. Test de viabilité cellulaire MTT ((bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphényltétrazolium)) 
 

L’effet du GRT-X sur la viabilité des cellules de phéochromocytomes de rat (cellules PC12, réf. 

ATCC CRL-1721) a été étudié par le test MTT (Levitz and Diamond 1985). La conversion du 

tétrazolium contenu dans les sels de MTT par la succinate déshydrogénase des mitochondries, 

permet de former un produit violet : le formazan. Cette conversion est uniquement possible 

dans les cellules vivantes, la densité optique du violet obtenue est directement liée à la survie 

cellulaire (Stone, Johnston et al. 2009). 

Pour cela, des plaques de 96 puits préalablement traitées avec la poly-L-lysine (Sigma 

référence P4832) ont été utilisées. Les cellules PC12 ont été ensemencées (2700/puits) en 

présence du milieu de culture (DMEM glutamax - Gibco référence 10569-010 ; 10% de sérum 

de cheval inactivé (Gibco référence 16050-122) ; 5% de sérum bovin fœtal (Gibco référence 

10500-064) ; 1% de pénicilline/streptomycine (Gibco référence 15140-122). Le lendemain, le 

milieu de culture a été remplacé par l’Opti-MEM (Gibco référence 31985070) enrichi avec le 

NGF (Sigma référence N6009-25UG) contenant des doses croissantes de GRT-X (5 µM, 10 µM, 

15 µM, et 20 µM) dissous dans des concentrations équivalentes d’EtOH (repectivement 
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0.025% pour 5 µM de GRT-X, 0.05% pour 10 µM de GRT-X, 0.1% pour 15 µM de GRT-X, et 0.15% 

pour 20 µM de GRT-X). Pour chaque concentration, des triplicatas internes ont été inclus dans 

l’expérience. Soixante-douze heures plus tard, les cellules ont été incubées à 37°C pendant 2h 

en présence d'une solution de MTT selon le protocole du fabricant. Le milieu de culture a 

ensuite été éliminé et remplacé par du diméthylsulfoxyde (DMSO) afin de solubiliser les 

cristaux de formazan. L'absorbance a été lue à 590 nm et le pourcentage de viabilité des 

cellules PC12 a été évalué. L'expérience a été répétée 3 fois. 

 
III. Animaux 

 
Nos expériences ont été réalisées sur des souris C57BL/6 (Janvier Labs référence SC-C57J-F) et 

des souris TSPO-knockout (TSPO-KO) (LMU Munich) gestantes à E13.5. 

Les souris TSPO-KO dont le nom complet est ‘C57BL/6-Tspotm1GuWu (GuwiyangWurra)- 

knockout mice’ ont été obtenues par l’injection de cellules souches embryonnaires contenant 

des sites loxP flanquant les exons 2 et 3 et une cassette de néomycine entre les exons 3 et 4 

au niveau de l’allèle Tspo dans des souris C57BL/6. Les souris positives pour la présence 

d'allèles Tspo ciblés ont ensuite été croisées avec des souris C57BL/6 Cre-deleted pour générer 

des souris hétérozygotes globalement déficientes en Tspo. Ces dernières ont été accouplées 

avec des souris C57BL/6 sauvage pour supprimer le transgène Cre. Les souris ont été 

génotypées par Southern blot en utilisant de l'ADN génomique isolé à partir de biopsies de la 

queue et amplifié par PCR (Banati, Middleton et al. 2014). 

Tous les aspects des soins aux animaux et de l'expérimentation animale ont été réalisés 

conformément aux directives et réglementations de l'INSERM et de l'Université Paris-Saclay. 

 

IV. Préparation des lamelles (culture d’explants de ganglions spinaux) ou des boîtes de 
culture (cultures dissociées de ganglions spinaux) 

 

Avant de réaliser les extractions de DRG, les lamelles (lamelles en plastique circulaires, 14 mm 

de diamètre, LFG distribution référence 174950) et les boites de culture (35 mm de diamètre) 

devaient être préparées la veille pour les cultures d’explants et les cultures dissociées 

respectivement. Pour cela, les lamelles et les boites de culture ont d’abord été incubées en 

présence de poly-L-lysine (Sigma référence P7890) à une concentration de 0.05mg/mL dans 

0.15M d’un tampon de borate de sodium pendant 30 minutes. Après 3 lavages (5 minutes 
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chacun) au PBS 1X, les lamelles et les boites ont été incubées 30 minutes avec du collagène 

(R&D systems référence 3440-100-01) dilué (1:7) dans de l'eau acétique, en présence de 35% 

d'ammoniaque. Après élimination du collagène, la fine couche obtenue permet l'adhésion des 

DRG aux lamelles et aux boites de culture. Les lamelles ont été placées dans des boites de 

culture à 4 puits. 

 
V. Extraction des DRG à E13.5 : 

 

Les souris gestantes (C57BL/6 et TSPO-KO) ont été sacrifiées à E13.5 par dislocation cervicale 

après avoir été anesthésiées à l'isoflurane. Les embryons ont été chirurgicalement retirés du 

sac amniotique et placés dans une boite de pétri de 35 mm contenant du milieu L-15 (Gibco 

11415-064) sur de la glace. Pour chaque embryon, les moelles épinières ont été extraites et 

les DRG ont été prélevés sous loupe binoculaire selon les protocoles établis (Kim and Kim 2018, 

Taveggia and Bolino 2018). Chaque embryon a été placé sur le côté puis décapité par des 

ciseaux à ressort de précision (Fine Science Tools référence 15009-08). Ensuite, des coupes 

longitudinales ont été réalisées pour éliminer la partie ventrale ainsi que tous les viscères. Le 

tissu dorsal a été placé sur le dos de façon à ce que la face ventrale soit orientée vers le haut. 

À l'aide de deux pinces fines (Dumont #5, Fine Science Tools), les organes restants (poumons, 

reins, aorte) ont été retirés de la surface ventrale. La moelle est ainsi visible et a été maintenue 

délicatement par la première paire de pince fine. La deuxième paire de pince a été utilisée 

pour réaliser une coupe longitudinale tout au long de la moelle pour l’exposer et l’extraire. 

Ainsi, tous les DRG ont été extraits (environ 37 à 42 ganglions/moelle épinière) (Figure 9). 
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Figure 9. Protocole d'extraction des DRG embryonnaires à E13.5 
 
 

 

1. Cultures d’explants de DRG 
 

Suite à l’extraction des DRG comme décrit précédemment et le placement d’un explant de DRG 

par puits (Figure 10 A), les cellules ont d'abord été cultivées dans le ‘DRG Plating Media’ 

(Tableau 2Erreur ! Source du renvoi introuvable.) pendant 16 heures pour permettre aux 

cellules d'adhérer. 
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Tableau 2. Composition du milieu 'DRG plating media 

 

Composant Concentration Finale Référence 

DMEM high glucose Milieu de base 11960044 Gibco 

Glutamax (100X) 1X 35050061 Gibco 

Sérum de cheval inactivé par la 
chaleur 

10% 26050088 Gibco 

2.5S NGF 50ng/ml 1156NG R&D 

Antibiotique/ Antimycotique 
(100X) 

1X 15240062 Gibco 

 
 

 

Le lendemain, le milieu a été remplacé par un milieu neurobasal (Tableau 3Erreur ! Source du 

renvoi introuvable.) contenant les différents traitements (NT, GRT-X 10 µM, XBD173 10 µM, 

Etifoxine 20 µM, XE991 10 µM, ICA2743 10 µM, EtOH 0,1%), et les cellules ont été maintenues 

en culture pendant la durée souhaitée selon les groupes (Tableau 4Erreur ! Source du renvoi 

introuvable.). Le groupe C a été traité une deuxième fois à DIV4 (remplacement du milieu par 

un nouveau milieu neurobasal contenant les différents traitements). Les cultures ont été 

arrêtées (arrêt des cultures à DIV4 pour les groupes A et D, et à DIV8 pour les groupes B et C) 

puis fixées pour les études d’immunocytochimie. 

Pour chaque expérience, n=3 à 4 explants de DRG provenant d’embryons différents ont été 

cultivés par groupe. Chaque expérience a été répétée 3 fois. 

 

Tableau 3. Composition du milieu neurobasal 

 

Composant Final Concentration Reference 

Neurobasal Medium Milieu de base 21103049 Gibco 
Glutamax (100X) 1X 35050061 Gibco 

2.5S NGF 50ng/ml 1156 NG R&D 
Supplément B27 (50X) 1X 17504044 Gibco 

Antibiotique/ Antimycotique 
(100X) 

1X 15240062 Gibco 



72  

Groupe Espèce de souris Nombre de 

traitements 

Jour de Temps d’arr 

l’administration 

du t 

A 

B 

C 

C57BL6/J 

C57BL 

 
 
 
 

Tableau 4. Répartition des groupes de cultures d'explants de DRG 
 

 

2. Cultures dissociées de DRG 
 

Les DRG embryonnaires ont été prélevés de souris C57BL/6 et TSPO-KO gestantes comme 

décrit précédemment. Un total de 40 DRG a été prélevé par embryon pour chaque groupe 

(Figure 10 B). En se basant sur le protocole expérimental mis au point par nos collaborateurs 

(Sundaram, El Jalkh et al. 2021), les DRG ont ensuite été trypsinisés (0,25% de trypsine dans 

1X HBSS) et incubés à 37°C pendant 30 minutes. La trypsinisation a été arrêtée par du milieu 

L-15 contenant 10% de sérum de cheval (Gibco, 26050088) et le mélange a ensuite été 

centrifugé à 1500 rpm pendant 15 minutes. Le surnageant a ensuite été éliminé et les tissus 

ont été remis en suspension dans le ‘DRG Plating Media’ (Tableau 2Erreur ! Source du renvoi i 

ntrouvable.) et triturés 30 fois à l'aide d'une pipette Pasteur stérilisée jusqu'à l'obtention d'une 

suspension cellulaire homogène. Pour chaque groupe (NT, GRT-X, XBD173, XE991, ICA27243, 

EtOH), 40 DRG dissociés ont été placés sur des boîtes de culture de 35 mm préalablement 

recouvertes de poly-L-lysine et de collagène. Les cellules ont d'abord été cultivées dans le "DRG 

Plating Media" pendant 16 heures pour permettre aux cellules d'adhérer. Le lendemain, le 

milieu de culture a été remplacé par le milieu neurobasal (Tableau 3Erreur ! Source du renvoi 

introuvable.) contenant les différents traitements (NT, GRT-X 10 µM, XBD173 10 µM, Etifoxine 

20 µM, XE991 10 µM, ICA2743 10 µM, EtOH 0,1%), et les cellules ont été maintenues en culture 

jusqu’à DIV4. Les expériences ont été répétées 3 fois. 
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Figure 10. Extraction des DRG embryonnaires à E13.5. (A) Culture d’explants de DRG, et (B) Culture 
dissociée de DRG 

 
 

VI. Marquage immunocytochimique 
 

Après avoir éliminé le milieu de culture, les explants de DRG ont d’abord été fixés à 4% de 

paraformaldéhyde (PFA) pendant 30 minutes à température ambiante. Après 3 lavages au PBS 

1X, les DRG ont été incubés dans un tampon de récupération d'antigène (citrate de sodium 10 

mM, Tween20 0,05%, pH 6,0) préchauffé à 95˚C pendant 3 minutes. Ensuite, les tissus ont été 

lavés 3 fois au PBS 1X puis incubés pendant 30 minutes dans une solution de glycine à 0,1 M, 

perméabilisés (0,25% de Triton X100, 0,1% de Tween 20 dans du PBS 1X), 20 minutes à 

température ambiante, puis bloqués (2 % de BSA, 0,1 % de Tween 20, 10% de sérum d'âne 

normal) pendant 1 heure à température ambiante. Les DRG ont été incubés en présence de 

l’anticorps primaire (Tableau 5) toute la nuit à 4˚C. Le lendemain, les explants de DRG ont été 

lavés 3 fois au PBS 1X (10 minutes pour chaque lavage) et ont ensuite été incubés en présence 

de l’anticorps secondaire correspondant (Tableau 5) pendant 1 heure à température ambiante 

dans l'obscurité. Les échantillons ont ensuite été lavés 3 fois au PBS 1X (10 minutes pour 

chaque lavage), et les noyaux ont été marqués au DAPI (1/1500, Thermo Fisher Scientific 
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62247). Les échantillons ont ensuite été montés sur des lames à l'aide d'un milieu de montage 

(Inova Diagnostics Inc 426950) et conservés à 4˚C jusqu'à l'imagerie confocale. 

 
 

Tableau 5. Liste des anticorps primaires et secondaires 
 

Anticorps 

primaire 

Concentration Référence Anticorps 

secondaire 

Concentration Fluorophore Référence 

NFH 1/600 Millipore 

AB1989 

Ane anti- 

lapin 

1/1000 Alexa488 Jackson 

711-545- 

152 

 
 

VII. Microscopie confocale, analyse des images par Neurite-J, et calcul des aires sous 
la courbe 

 

L'imagerie confocale des explants DRG fixés a été réalisée à l'aide du microscope confocal Leica 

SP8. Les images ont été acquises sous forme de z-stacks à un grossissement de 10X, puis 

analysées à l'aide du logiciel ImageJ. Pour chaque condition expérimentale, 3 à 4 réplicats 

biologiques (embryons) et 3 réplicats techniques (femelles gestantes) ont été analysés. La 

longueur et la densité des neurites ont été réalisées sur des projections z avec une intensité 

maximale en utilisant le plugin Neurite-J d'ImageJ après seuillage des images. Le plugin trace 

automatiquement des cercles circonscrits autour du soma du DRG, avec une distance de 25 

µm séparant les cercles. Ensuite, il indique le nombre d’intersections des neurites et des 

cercles tracés aux différentes distances de l'explant (Torres-Espín, Santos et al. 2014). Les 

données ont été exportées vers Microsoft Excel, les graphes représentants le nombre 

d’intersections en fonction de la distance ont été tracés à l'aide du logiciel Prism v9.5.1, et les 

aires sous la courbe (AUC) de ces graphes ont été calculées (Figure 11) en se basant sur la 

méthode trapézoïdale dont la formule est la suivante : 

AUC = Σ [(y1+y2) /2*(x2-x1)], x étant un point sur l’axe des abscisses et représentant la 

distance, et y étant un point sur l’axe des ordonnées représentant le nombre d’intersections. 

Les AUC de chaque groupe ont ensuite été normalisées à l’AUC du groupe non traité. 
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Figure 11. Les différentes étapes permettant le calcul des aires sous la courbe. 
 
 
 

VIII. PCR quantitative en temps réel (Real Time PCR ; RT-qPCR) : 

 
1. Extraction de l’ARNm 

 

Pour les cultures dissociées de DRG, l’ARN total des cellules a été isolé par TRIzol™/chloroforme 

(Invitrogen référence 15596026) suivant le protocole produit par le fournisseur. Pour 

augmenter le rendement l'ARN a été précipité pendant une nuit en présence de glycogène à - 

20˚C. Le lendemain, des culots d'ARN ont été obtenus après centrifugation puis lavés trois fois 

à l'éthanol 70 %. Les tubes ont été maintenus ouverts sous la hotte pendant 10 minutes pour 

les laisser sécher. L'ARN a été remis en suspension dans 20 µl d'eau sans ARNase contenant 

0,1mM d'EDTA, à pH 8,0 (Invitrogen AM9912). 

 

2. Réverse transcriptase- quantitative PCR (RT-qPCR) 
 

L'ADN complémentaire a été généré à l’aide du kit M-MLV RT (Promega, Charbonnières-les- 

Bains, France). Une qPCR a été réalisée avec l’appareil CFX96™ Real Time System de Biorad en 

utilisant le mélange Maxima SYBR Green Rox qPCR (Fisher Scientific référence 11893913) dont 

le protocole est fourni par le fournisseur. Les échantillons ont été effectués en duplicata. La 
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régulation des gènes a été déterminée par la méthode 2-Ct et normalisée par rapport à 

l’expression de GAPDH et les niveaux d'expression de l'ARNm des groupes traités de DRG ont 

été comparés à ceux des groupes non traités (NT). 

 

3. Construction des amorces 

 
Une partie des amorces (Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Stmn2, Périphérine, et Nfh) a été construite au 

laboratoire, et la deuxième partie a été construite par nos collaborateurs (Sundaram, El Jalkh 

et al. 2021) (Tableau 6). 

Les amorces Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Stmn2, Peripherin, et Nfh utilisées dans cette étude ont été 

conçues à l'aide du logiciel Oligo Explorer. Les variantes d'épissage et les séquences codantes 

des gènes ont été trouvées à l'aide de la base de données du National Center for Biotechnology 

(NCBI). Pour chaque gène, la séquence commune entre les différents variants a été identifiée 

à l'aide de l'outil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Les séquences des amorces ont 

ensuite été générées par le logiciel Oligo Explorer. 

Toutes les amorces ont été commandées chez Eurofins Genomics. 
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4. Test d’efficacité des amorces 

Tableau 6. Séquences des amorces de RT-qPCR 

 

Des dilutions en série d'ADNc (ADN complémentaire) suivies de qPCR ont été utilisées pour 

calculer l'efficacité d'amplification des amorces. Les résultats des qPCR ont été représentés 

sous forme de courbe standard en fonction des concentrations respectives d'ADNc. L'efficacité 

d'amplification a été calculée par régression linéaire des courbes standard à l'aide de 

l'équation suivante : 
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E = 10−(1/pente de la courbe standard) 

 
 

Les paires d'amorces ayant une efficacité comprise entre 95 et 100%, ainsi qu'une valeur R2 

(coefficient de détermination) supérieure ou égale à 0,98 ont été choisies pour l'étude. 

Les autres amorces utilisées dans cette étude (Mpz, Mbp, Dhh, PLP, Krox20, CNPase, Cad19, et 

Tfap2α) ont été conçues et choisies par nos collaborateurs après le calcul de l'efficacité 

d'amplification (Sundaram, El Jalkh et al. 2021). 

 
IX. Analyses statistiques 

 

Les études statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel Prism v9.5.1. Les différences entre 

les groupes ont été calculées par One Way ANOVA suivi du test du Multiple Comparaison Test 

de Tukey. Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme significative. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± SD. 
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Résultats 
 

I. Le GRT-X n’affecte pas la viabilité cellulaire des cellules PC12 
 

Pour rechercher les potentiels effets cytotoxiques de GRT-X les test MTT ont été réalisés sur la 

lignée cellulaire de phéochromocytomes de rats (PC12). Pour cela, des doses croissantes du 

GRT-X (5 µM, 10 µM, 15 µM, 20 µM) ont été administrées aux cellules PC12 en culture. Ensuite, 

le test MTT a été réalisé et les absorbances ont été lues par spectrophotométrie à 590 nm puis 

la viabilité cellulaire a été calculée. Chaque condition a été reproduite en triplicata, et 

l’expérience a été répétée 3 fois (Figure 12). Nos résultats montrent que le GRT-X n’induit pas 

de baisse de la viabilité cellulaire pour toutes les concentrations testées comparés au non 

cellules non traitées (Figure 12). 

Sachant que la concentration de GRT-X n’a jamais été testée in vitro ni publiée dans la 

littérature, nous avons choisi la concentration de 10 µM pour poursuivre nos expériences. La 

concentration de 10 µM a été établie en fonction des autres molécules : XBD173, XE991 et 

ICA-27243. Ces différents composés ont déjà été testé in vitro et in vivo dans la littérature 

(Wickenden, Krajewski et al. 2008, Padilla, Wickenden et al. 2009, Bader, Wolf et al. 2019). 

 

 

Effet du GRT-X sur 

la viabilité cellulaire des cellules PC12 

200 

 

150 

 

100 

 
 
 
 

Figure 12. Effet du GRT-X sur la viabilité cellulaire des 
cellules PC12. Les données représentent la moyenne ± 
S.D. (analyse ANOVA suivie du ‘Multiple Comparison 
Test’ de Tukey). 
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II. Les amorces construites ont une efficacité d’amplification comprise entre 95 et 
110% 

 

Suite à la réalisation d’une série de dilutions de l’ADNc (1 ng, 5 ng, 25 ng, 50 ng, 75 ng, et 100 

ng) provenant des cellules PC12, des qPCR ont été réalisées en utilisant les paires d’amorces 

suivantes : Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Stmn2, Périphérine, et Nfh. Les résultats des qPCR ont été 

représentés sous forme de courbe standard en fonction des concentrations respectives 

d'ADNc. L'efficacité d'amplification a ensuite été calculée par régression linéaire des courbes 

standard à l'aide de l'équation suivante : 

 
E = 10−(1/pente de la courbe standard) 

 
 

Les efficacités d’amplification calculées des amorces utilisées dans cette étude, ainsi que celles 

des amorces construites par nos collaborateurs (Sundaram, El Jalkh et al. 2021) se trouvent 

dans le tableau ci-dessous (Tableau 7) : 

 
 

Tableau 7. Efficacité d'amplification des amorces utilisées dans l'étude 

 

Paire d’amorce Efficacité d’amplification 

Tspo 100% 
Kv7.2 100% 
Kv7.3 96% 
Mpz 99.50% 
Mbp 99% 
Dhh 100% 
Plp 98% 

Krox20 95% 
CNPase 96% 
Cad19 99.50% 
Tfap2α 97.50% 
Stmn2 100% 

Périphérine 100% 
Nfh 100% 

 
 

 

En effet, les efficacités d’amplification des différentes amorces présentées sont comprises 

entre 95 et 100% et peuvent donc être utilisées pour le reste de l’étude. 
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III. L’anticorps primaire anti-NFH est un bon marqueur axonal 

 
Le but de cette expérience était de mettre au point la méthode d’immunocytochimie en 

testant l’efficacité de l’anticorps NFH, marqueur axonal connu pour reconnaitre les 

neurofilaments lourds. Pour cela, des explants de DRG ont été extraits d’embryons provenant 

d’une femelle C57BL/6 gestante à E13.5. Les explants ont été cultivés jusqu’à DIV4, puis fixés 

au PFA 4%. Les axones ont été marqués à l’anti-NFH et les noyaux cellulaires au DAPI (Figure 

13). Les observations microscopiques montrent que les neurofilaments des axones du DRG 

sont bien reconnu par l’anti-NFH. Cet anticorps spécifique sera utilisé dans toutes les 

manipulations qui suivent. 

 

 

 
Figure 13. Explant de DRG à DIV4 marqué à l’anti-NFH 
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IV. Le composé GRT-X permet de promouvoir la poussée axonale des DRG 
embryonnaires C57BL/6 à DIV4 

 

Le but de cette expérience préliminaire était d’évaluer le rôle du GRT-X sur la poussée axonale. 

Pour cela, des DRG embryonnaires ont été extraits de femelles gestantes C57BL/6 à E13.5. Les 

explants ont été cultivés, traités à DIV1, et arrêtés à DIV4 (Figure 14 A). Le groupe de DRG 

traités au GRT-X 10µM (Figure 14 C) a été comparé à un groupe non traité (NT) (Figure 14 B), 

et à un autre traité au véhicule, l’éthanol (Figure 14 D). Les cultures ont été arrêtées à DIV4 

puis les axones ont été immunomarquées au anti-NFH et les noyaux cellulaires au DAPI pour 

être observés en microscopie confocale. Ensuite, la longueur des neurites ainsi que la densité 

du réseau axonal ont été quantifié par Neurite-J, un plugin d’ImageJ. Le graphe montrant le 

nombre d’intersections (intersection des neurites avec chaque cercle circonscrit autour du 

soma du DRG) en fonction de la distance (en µm) a été tracé sur Prism (Figure 14 E). Les 

résultats montrent que les neurites des DRG traités au GRT-X sont plus longs (environ 2000 

µm) et que le réseau axonal est plus dense que ceux non traités ou traités au véhicule (environ 

1000 µm). 

Ceci indique que le GRT-X a un effet positif sur la poussée axonale. 
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Figure 14. GRT-X favorise la croissance axonale dans les explants DRG embryonnaires C57BL6/J à DIV4. Les images 
présentées dans cette figure représentent la moitié d’explants de DRG acquises en z-stacks par microscopie confocale 
à 20X. (A) représente le protocole expérimental, (B) représente un DRG non traité, (C) représente un DRG traité au 
GRT-X 10 µM, et (D) représente un DRG cultivé en présence du véhicule, l'éthanol à 0,1%. La quantification des 
neurites par Neurite-J (E) a montré une augmentation de la longueur et de la densité des neurites dans le DRG traité 
au GRT-X par rapport aux autres groupes. LE GRT-X a donc un effet positif sur la croissance axonale. 
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V. La poussée axonale d’explants de DRG C57BL/6 embryonnaires est favorisée par le 
GRT-X et inhibée par l’étifoxine, mais n’est pas affectée par les composés XBD173, 
ICA-27243, et XE991 à DIV4 

 
Le but de cette expérience était de comparer l’effet du GRT-X 10µM sur la poussée axonale à 

celui de deux ligands activateurs de TSPO : étifoxine 20µM et XBD173 10µM, un agoniste des 

Kv7.2/3 : ICA-27243 10µM, un antagoniste des Kv7.2/3 : XE991 10µM, et au véhicule commun : 

l’éthanol 0,1%. Pour cela, des explants de DRG ont été extraits d’embryons provenant de 

femelles C57BL/6 gestantes à E13.5. Les explants ont été traités à DIV1 et gardés en culture 

jusqu’à DIV4 puis fixés au PFA 4% (Figure 15 A). Les axones ont été immunomarqués à l’anti- 

NFH et les noyaux cellulaires au DAPI (Figure 15 B). Pour chaque groupe, 3 à 4 DRG ont été 

cultivés et l’expérience a été répétée 3 fois. Suite aux observations microscopiques, les 

neurites ont été quantifiés par Neurite-J et le graphe montrant le nombre d’intersections 

(intersection des neurites avec chaque cercle circonscrit autour du soma du DRG) en fonction 

de la distance (en µm) a été tracé sur Prism (Figure 15 C). Les aires sous la courbe (AUC) ont 

été calculées par la méthode trapézoïdale puis comparées entre les différents groupes (Figure 

15 D). Les résultats confirment que le GRT-X augmente la longueur et la densité du réseau de 

neurites à DIV4. En effet, le traitement au GRT-X provoque une augmentation significative de 

l’AUC en comparaison aux autres groupes. En revanche, les traitements XBD173, XE991, 

ICA27243 et EtOH ne montrent pas d'effet sur la croissance des neurites. Cependant, l’étifoxine 

induit une inhibition de la poussée axonale à DIV4 et s’avère être toxique pour les cellules, 

c’est pourquoi elle a été exclue du reste de nos expériences. 
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Figure 15. La poussée axonale d’explants de DRG C57BL/6 embryonnaires est favorisée par le GRT-X et 
inhibée par l’étifoxine, mais n’est pas affectée par les composés XBD173, ICA-27243, et XE991 à DIV4. 
(A) représente le protocole expérimental, (B) représente les images de microscopie confocale des 
explants de DRG à DIV4 suite à leurs traitements par les différentes molécules à DIV1. (C) représente le 
graphe tracé sur 3 expériences indépendantes suite à la quantification par Neurite-J des neurites de 3 
ou 4 DRG par traitement. (D) représente les aires sous la courbe des différents groupes après 
normalisation au groupe non traité. Les résultats montrent une augmentation significative de l’AUC du 
groupe traité au GRT-X et une diminution significative suite au traitement à l’étifoxine en comparaison 
aux autres groupes. Cependant, les composés XE991, ICA-27243, et l’EtOH n’affectent pas la poussée 
axonale. Les données représentent la moyenne ± S.D sur trois expériences indépendantes. *p < 0.05, **p 
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VI. Le composé GRT-X maintient son effet positif sur la poussée axonale à DIV8 et 
après une seule dose de traitement 

 

Afin d’évaluer la durabilité de l’effet positif du GRT-X dans le temps, des explants de DRG ont 

été extraits d’embryons provenant de femelles C57BL/6 gestantes à E13.5. Les différents 

groupes de DRG ont été traités à DIV1 et répartis comme suit : NT, GRT-X 10µM, XBD173 10µM, 

XE991, ICA-27243 10µM, et EtOH 0,1%. Les cultures ont été arrêtées à DIV8 puis fixées au PFA 

4% (Figure 16 A). Les axones ont été immunomarqués à l’anti-NFH et les noyaux cellulaires au 

DAPI (Figure 16 B). Pour chaque groupe, 3 à 4 DRG ont été cultivés et l’expérience a été répétée 

3 fois. Suite aux observations microscopiques, les neurites ont été quantifiés par Neurite-J et 

le graphe montrant le nombre d’intersections (intersection des neurites avec chaque cercle 

circonscrit autour du soma du DRG) en fonction de la distance (en µm) a été tracé sur Prism 

(Figure 16 C). Les aires sous la courbe (AUC) ont été calculées par la méthode trapézoïdale puis 

comparées entre les différents groupes (Figure 16 D). Les résultats montrent que l’AUC du 

groupe traité au GRT-X est significativement supérieure à celle des autres groupes. Cela 

indique que l’effet du GRT-X est maintenu dans le temps jusqu’à DIV8 et qu’une seule dose de 

traitement suffit pour promouvoir la poussée axonale. 
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Figure 16. Le GRT-X maintient un effet positif sur la poussée axonale des explants de DRG C57BL/6 à DIV8 
après une seule dose de traitement. (A) représente le protocole expérimental, (B) représente les images de 
microscopie confocale des DRG à DIV8 suite à leurs traitements par les différentes molécules à DIV1. (C) 
représente le graphe tracé sur 3 expériences indépendantes suite à la quantification par Neurite-J des 
neurites de 3 ou 4 DRG par traitement. (D) représente les aires sous la courbe des différents groupes après 
normalisation au groupe non traité. L’AUC du groupe traité au GRT-X est significativement supérieure à 
celles des autres groupes. Les données représentent la moyenne ± S.D. sur 3 expériences indépendantes. *p 
< 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 (analyse ANOVA suivie du ‘Multiple Comparison Test’ de Tukey). 



88  

VII. Les composés GRT-X et XBD173 ont tendance à promouvoir la poussée axonale à 
DIV8 après deux doses de traitements 

 

Le but de cette expérience était d’évaluer l’effet de deux doses des différents traitements sur 

la poussée axonale. Pour cela, des explants de DRG ont été extraits d’embryons provenant de 

femelles C57BL/6 gestantes à E13.5 et ont été traités une première fois à DIV1 puis une 

deuxième fois à DIV4 (avec les mêmes concentrations des traitements qu’à DIV1). Les 

différents groupes de DRG ont été répartis comme suit : NT, GRT-X 10µM, XBD173 10µM, 

XE991, ICA-27243 10µM, et EtOH 0,1%. Les cultures ont été arrêtées à DIV8 puis fixées au PFA 

4% (Figure 17 A). Les axones ont été immunomarqués à l’anti-NFH et les noyaux cellulaires au 

DAPI (Figure 17 B). Pour chaque groupe, 3 à 4 DRG ont été cultivés et l’expérience a été répétée 

3 fois. Suite aux observations microscopiques, les neurites ont été quantifiés par Neurite-J et 

le graphe montrant le nombre d’intersections (intersection des neurites avec chaque cercle 

circonscrit autour du soma du DRG) en fonction de la distance (en µm) a été tracé sur Prism 

(Figure 17 C). Les aires sous la courbe (AUC) ont été calculées par la méthode trapézoïdale puis 

comparées entre les différents groupes (Figure 17 D). Nos résultats révèlent que les aires sous 

la courbe (AUC) pour les groupes traités par GRT-X et XBD173 présentent une AUC 

significativement élevée par rapport aux autres groupes. Nous avons observé que GRT-X 

surpasse XBD-173 dans la promotion de la croissance axonale. Il émerge comme un ligand 

potentiellement novateur et efficace pour la TSPO, démontrant la capacité à stimuler la 

croissance axonale. 
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Figure 17. GRT-X et XBD-173 augmentent significativement la poussée axonale des DRG embryonnaires 
C57BL/6 à DIV8 après 2 traitements. (A) représente le protocole expérimental, (B) représente les images 
de microscopie confocale des DRG à DIV8 suite à leurs traitements par les différentes molécules à DIV1 
et DIV4. (C) représente le graphe tracé sur 3 expériences indépendantes suite à la quantification par 
Neurite-J des neurites de 3 ou 4 DRG par traitement. (D) représente les aires sous la courbe des différents 
groupes après normalisation au groupe non traité. L’AUC des groupes traités par le GRT-X et XBD-173 
sont significativement supérieurs à celle des autres groupes. Les données représentent la moyenne ± 
S.D. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 (analyse ANOVA suivie du ‘Multiple Comparison Test’ de 
Tukey). 
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VIII. Le composé GRT-X induit une augmentation de l'expression de gènes impliqués 
dans la myélinisation, le développement et la différenciation des cellules de 
Schwann et des neurones, ainsi que dans la structure axonale dans des cultures 
dissociées de DRG C57BL/6 embryonnaires à DIV4 

 

Le but de cette expérience était de réaliser une étude moléculaire permettant d’évaluer les 

effets du GRT-X sur l’expression de gènes impliqués dans la myélinisation, la différenciation des 

cellules de Schwann, et dans la structure axonale, et de comparer ces effets à ceux des autres 

traitements (XBD173, XE991, et ICA-27243). Pour cela, des cultures dissociées de DRG 

embryonnaires provenant de femelles gestantes C57BL/6 à E13.5 ont été établies, puis traitées 

à DIV1, et les groupes ont été répartis comme suit : NT, GRT-X 10µM, XBD173 10µM, XE991, 

ICA-27243 10µM, et EtOH 0,1%. Les cultures ont été arrêtées à DIV4 et l’ARN total a été extrait 

des échantillons pour les études de RT-qPCR (Figure 18 A). Les taux d’ARNm de Tspo, Kv7.2, 

Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2α, Périphérine, Cad19, et Nfh ont été 

quantifiés relativement aux taux d’ARNm de la Gapdh (Figure 18). A savoir, pour chaque 

groupe, tous les DRG présents au niveau de la moelle épinière ont été récoltés et cultivés (37 

à 40 DRG par groupe), et l’expérience a été répétée 3 fois. 

Concernant les gènes cibles du GRT-X (Figure 18 B), nos résultats montrent que tous les 

traitements induisent une augmentation significative de l’expression de Tspo et de Kv7.2, avec 

une augmentation significativement plus élevée suite aux traitements au GRT-X et au XBD173 

par rapports aux autres groupes. Cependant, seuls les traitements GRT-X et XBD173 induisent 

une augmentation significative des taux d’ARNm du Kv7.3. 

En ce qui concerne les gènes impliqués dans la myélinisation (Figure 18 C), les composés GRT- 

X et XBD173 favorisent tous deux l'augmentation des niveaux d'expression de l'ARNm total 

des gènes impliqués dans la formation et la structure de la myéline (Mpz, Mbp et Plp), avec un 

effet significativement plus important du GRT-X. En outre, les composés XE991 et ICA27243 

entraînent une diminution des niveaux d'expression de l'ARNm des gènes Mpz et Mbp, mais 

n'ont aucun effet sur la Plp. 

Quant aux gènes impliqués dans le développement et la différenciation des cellules de 

Schwann (Figure 18 D), nos résultats montrent que les composés GRT-X et XBD173 entraînent 

une augmentation significative de l’expression relative des gènes Dhh, Krox20, et CNPase, avec 

une augmentation significativement plus importante de l’expression de la Dhh par le composé 

XBD173, et de Krox20 et CNPase par le composé GRT-X. Cependant, le composés XE991 n’a pas 
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d’effet sur l’expression relative du gène de la Dhh, mais entraîne une augmentation de 

l’expression de Krox20, et une diminution de l’expression de la CNPase. Le composé ICA-27243 

n’a pas d’effet sur l’expression relative de la Dhh, mais entraîne une diminution de l’expression 

de l’ARNm des gènes Krox20 et CNPase. 

Concernant les gènes impliqués dans le développement et la différenciation neuronale (Figure 

18 E), nos résultats montrent que les composés GRT-X et XBD173 augmentent tous deux les 

niveaux d'expression de l'ARNm total des gènes Tfap2α, Stmn2, Périphérine et Cad19, avec un 

effet significativement plus élevé du GRT-X (sauf pour la Tfap2α). De plus, le XE991 n'a aucun 

effet sur l'expression des gènes, tandis que l'ICA-27243 diminue les niveaux d'expression de 

l'ARNm de tous les gènes énumérés précédemment. 

Concernant le gène axonal Nfh (Figure 18 F), les taux d’ARNm sont augmentés par les 

composés GRT-X et XBD173, avec un effet significativement plus important du GRT-X. Les 

composés XE991 et ICA27243 diminuent les taux d’ARNm du Nfh. L’éthanol n’a aucun effet sur 

l’expression des différents gènes cités. Voir tableau (Tableau 8) pour le résumé. 
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Figure 18. Quantification relative des taux d'ARNm de Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, 
Tfap2α, Périphérine, Cad19, et Nf h de cultures dissociées de DRG embryonnaires C57BL/6 à DIV4 suite aux 
différents traitements. Les données représentent la moyenne ± S.D sur 3 manipulations effectuées 
indépendamment. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 (analyse ANOVA suivie du ‘Multiple Comparison Test’ 
de Tukey). 
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IX. Le composé GRT-X n'a pas d'effet sur la poussée axonale dans les explants DRG 

embryonnaires TSPO-KO à DIV4 

 
Le but de cette expérience était de confirmer que l’effet positif du GRT-X sur la poussée axonale 

est médié par TSPO. Pour cela, et comme il n’existe pas d’outil pharmacologique permettant 

de bloquer l’expression de TSPO, nous avons répliqué nos expériences sur des explants de DRG 

embryonnaires provenant de femelles gestantes TSPO-KO à E13.5. Les explants ont été traités 

à DIV1 et gardés en culture jusqu’à DIV4 puis fixés au PFA 4% (Figure 19 A). Les axones ont été 

immunomarqués à l’anti-NFH et les noyaux cellulaires au DAPI (Figure 19 B). Pour chaque 

groupe, 3 à 4 DRG ont été cultivés et l’expérience a été répétée 3 fois. Suite aux observations 

microscopiques, les neurites ont été quantifiés par Neurite-J et le graphe montrant le nombre 

d’intersections (intersection des neurites avec chaque cercle circonscrit autour du soma du 

DRG) en fonction de la distance (en µm) a été tracé sur Prism (Figure 19 C). Les aires sous la 

courbe (AUC) ont été calculées par la méthode trapézoïdale puis comparées entre les 

différents groupes (Figure 19 D). Nos résultats indiquent que GRT-X et XBD-173 n'influencent 

pas la croissance axonale, confirmant que l'impact des deux ligands est médié par la TSPO. 

Conformément aux attentes, les aires sous les courbes (AUC) pour les groupes traités avec 

XE991 et ICA27243 sont significativement plus basses que celles de tous les autres groupes. 

Cela confirme l'effet inhibiteur de XE991 et ICA27243 sur la croissance axonale des DRG Tspo- 

/- embryonnaires à DIV4. 
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Figure 19. Le GRT-X n'a pas d'effet sur la poussée axonale d'explants de DRG embryonnaires TSPO- 
KO à DIV4. (A) représente le protocole expérimental, (B) représente les images de microscopie 
confocale des explants de DRG à DIV4 suite à leurs traitements par les différentes molécules à DIV1. 
(C) représente le graphe tracé sur 3 expériences indépendantes suite à la quantification par Neurite- 
J des neurites de 3 ou 4 DRG par traitement. (D) représente les aires sous la courbe des différents 
groupes après normalisation au groupe non traité. Les résultats ne montrent pas d’effets des 
composés GRT-X et XBD173 sur la poussée axonale. Cependant, les composés XE991 et ICA27243 
inhibent la poussée axonale. Les données représentent la moyenne ± S.D sur 3 expériences 
indépendantes. *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 (analyse ANOVA suivie du ‘Multiple 
Comparison Test’ de Tukey). 
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X. Le composé GRT-X induit une augmentation de l'expression de certains gènes 
impliqués dans la myélinisation, le développement et la différenciation des cellules 
de Schwann et des neurones, mais pas celle de gènes impliqués dans la structure 
axonale dans des cultures dissociées de DRG TSPO-KO embryonnaires à DIV4 

 

Afin de confirmer les résultats obtenus en microscopie confocale, des cultures dissociées de 

DRG embryonnaires provenant de femelles gestantes TSPO-KO à E13.5 ont été établies, puis 

traitées à DIV1, et les groupes ont été répartis comme suit : NT, GRT-X 10µM, XBD173 10µM, 

XE991, ICA-27243 10µM, et EtOH 0,1%. Les cultures ont été arrêtées à DIV4 et l’ARN total a été 

extrait des échantillons pour les études de RT-qPCR (Figure 20 A). Les taux d’ARNm de Kv7.2, 

Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2α, Périphérine, Cad19, et Nfh ont été 

quantifiés relativement aux taux d’ARNm de la Gapdh (Figure 20). A savoir, pour chaque 

groupe, tous les DRG présents au niveau de la moelle épinière ont été récoltés et cultivés (37 

à 40 DRG par groupe), et l’expérience a été répétée 3 fois. 

Concernant les gènes cibles du GRT-X (à l’exception de Tspo puisqu’il s’agit de souris TSPO-KO) 

(Figure 20 B), nos résultats montrent que les composés GRT-X, XBD173, et XE991 induisent 

une augmentation du taux d’ARNm du gène Kv7.2 avec un effet significativement supérieur du 

GRT-X. Cependant, le composé ICA-27243 induit une diminution de l’expression relative du 

Kv7.2. De plus, le composé GRT-X induit une augmentation du taux de l’ARNm du Kv7.3, alors 

que les composés XE991 et ICA-27243 induisent une diminution significative. 

En ce qui concerne les gènes impliqués dans la myélinisation (Figure 20 C), le composé GRT-X 

induit une augmentation des taux d’ARNm de tous les gènes (Mpz, Mbp, et Plp). XBD173 et 

XE991 induisent également une augmentation de l’expression de Mbp, mais l’effet du GRT-X 

reste le plus important. En revanche, l’expression de la Plp est diminuée par l’administration 

des traitements XE991 et ICA-27243. 

Quant aux gènes impliqués dans le développement et la différenciation des cellules de 

Schwann (Figure 20 D), nos résultats montrent que le composé GRT-X induit une augmentation 

du taux d’ARNm des gènes Dhh et CNPase, mais n’a pas d’effet sur l’expression de Krox20. 

Cependant, le composé XBD173 induit une augmentation de l’expression des 3 gènes (Dhh, 

Krox20, et CNPase). En revanche, le composé XE991 induit une diminution des taux d’ARNm 

de Krox20 et CNPase. Le composé ICA-27243 induit une diminution de l’expression de Krox20 

mais n’a pas d’effet sur les deux autres gènes. 
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Concernant les gènes impliqués dans le développement et la différenciation neuronale (Figure 

20 E), le GRT-X induit une augmentation de l’expression des gènes Tfap2α et Cad19 et une 

diminution de celle de la Stmn2, mais n’a pas d’effet sur l’expression de la périphérine. Quant 

au composé XBD173, il induit une augmentation des taux d’ARNm des gènes Tfap2α et 

périphérine mais n’a aucun effet sur l’expression des gènes Stmn2 et Cad19. Le composé XE991 

induit une augmentation de l’expression de la Tfap2α et une diminution de celle de la Stmn2. 

Le composé ICA-27243 induit une diminution du taux d’ARNm de la Stmn2. 

Concernant le gène axonal Nfh (Figure 20 F), les taux d’ARNm sont diminués suite au 

traitement par le composé ICA-272432. En revanche, les niveaux d’expressions ne sont pas 

affectés par les autres traitements, ce qui confirme les résultats observés en microscopie 

confocale. 

L’éthanol n’a aucun effet sur l’expression des différents gènes cités. 

Voir (Tableau 8) pour le résumé. 
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Figure 20. Quantification relative des taux d'ARNm de Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2α, 
Périphérine, Cad19, et Nf h de cultures dissociées de DRG embryonnaires TSPO-KO à DIV4 suite aux différents 
traitements. Les données représentent la moyenne ± S.D de 3 expériences effectuées indépendamment. *p < 0.05, **p 
< 0.01, ****p < 0.0001 (analyse ANOVA suivie du ‘Multiple Comparaison Test’ de Tukey). 

Le tableau ci –dessous (Tableau 8) résume l’ensemble des effets des différents traitements 

(GRT-X, XBD173, XE991, ICA-27243, et EtOH) sur les taux d’expression de l’ARNm des différents 

gènes (Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2α, Stmn2, Périphérine, 

Cad19, et Nfh) dans les cultures dissociées de DRG à DIV4 provenant de souris C57BL/6 et 

TSPO-KO gestantes à E13.5. 
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Tableau 8. Comparaison des effets des différents traitements sur les taux d’expression de l’ARNm des 

différents gènes dans les cultures dissociées de DRG à DIV4 provenant de souris C57BL/6 et TSPO-KO 

gestantes à E13.5. 

↑ : augmentation de l’expression ; ↓ : diminution de l’expression ; - : pas d’effet sur l’expression ; N/A : Non applicable pour 
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The TSPO and Kv7.2/3 potassium channel activator GRT-X stimulates dorsal root ganglia 
axonal growth 
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System, Inserm and University Paris-Saclay, 94276 Le Kremlin-Bicêtre, Paris, France 

 
Résumé: 
Les lésions des nerfs périphériques entraînent souvent une récupération fonctionnelle 
insatisfaisante et des douleurs neuropathiques chroniques. La protéine translocatrice 
mitochondriale (TSPO) et les canaux potassiques Kv7.2/3 sont apparus comme des cibles 
potentielles pour améliorer la régénération nerveuse et soulager la douleur. Ce travail étudie 
le rôle de GRT-X, un composé qui cible à la fois TSPO et Kv7.2/3, dans la croissance axonale, en 
utilisant des cultures de ganglions spinaux (DRG) provenant de souris C57BL6/J et TSPO-KO-/-. 
Des études comparatives impliquant l'étifoxine, le XBD173, l'ICA-27243 et le XE991 ont été 
menées dans les deux modèles. Nous montrons ici que GRT-X stimule fortement la croissance 
axonale dans les cultures d'explants de DRG. De plus, GRT-X favorise de manière significative 
la croissance axonale, surpassant les effets des autres composés évalués 4 ou 8 jours après 
une administration unique. XBD173 a également favorisé l'élongation axonale après 8 jours et 
deux administrations répétées. Dans les cultures dissociées de neurones DRG/cellules de 
Schwann, le GRT-X a augmenté les gènes associés à la croissance axonale et à la myélinisation. 
Dans les DRG Tspo-/-, les effets stimulants du GRT-X sur la croissance axonale ont été perdus. 
Cependant, GRT-X et XBD173 ont encore activé l'expression des gènes des neurones et des 
cellules de Schwann après l'invalidation de la TSPO, ce qui suggère fortement l'existence de 
cibles supplémentaires. Ces résultats révèlent un rôle clé de la TSPO dans l'élongation axonale 
et dans le mode d'action à double cible du GRT-X sur les neurones du DRG. 

mailto:liliane.massade@inserm.fr
mailto:michael.schumacher@inserm.fr
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Discussion 
 

 
Le but de cette étude est d’étudier le rôle du GRT-X dans la poussée axonale. Cette preuve 

de concept a été effectuée sur des cultures d’explants et des cultures dissociées de ganglions 

spinaux (ou Dorsal Root Ganglia, DRG) embryonnaires à E13.5 provenant soit de souris 

C57BL6/J, soit de souris TSPO-KO. En effet, les cultures primaires de DRG constituent un 

système idéal pour l’étude de voies moléculaires et cellulaires de nouveaux traitements qui 

stimulent la neuroprotection et la régénération axonale (Melli and Höke 2009). 

Dans un premier temps, nous avons mis au point les paramètres indispensables à la 

poursuite de l’étude : viabilité cellulaire, culture de DRG embryonnaire et immunomarquage 

en utilisant l’anticorps NFH. 

Pour tester la capacité du GRT-X à maintenir la viabilité cellulaire sur la lignée cellulaire de 

phéochromocytomes de rats (PC12), un test MTT a été effectué. Les cellules PC12 ont été 

choisies comme modèle pour cette étude car elles sont largement utilisées in vitro pour 

étudier l'apoptose et la différenciation neuronale (Liu, Xu et al. 2010). En présence des 

concentrations croissantes de GRT-X (5µM, 10µM, 15µM, 20µM), le test MTT ne montre aucun 

effet sur la viabilité cellulaire. Sachant que la concentration de GRT-X n’est toujours pas connue 

et testée in vitro, nous avons choisi la concentration de 10 µM pour poursuivre nos 

expériences. Cette concentration de 10 µM a été établie en fonction des concentrations des 

autres molécules : XBD173, XE991 et ICA-27243. Ces différents composés ont déjà été testés 

in vitro et publiés (Wickenden, Krajewski et al. 2008, Padilla, Wickenden et al. 2009, Bader, 

Wolf et al. 2019). 

Après avoir développé la culture cellulaire des DRG embryonnaires, nous avons mis au 

point la méthode d’immunomarquage pour évaluer l’efficacité de l’anti-NFH comme 

marqueur axonal. Cet anticorps est utilisé comme marqueur des neurofilaments lourds, 

surtout dans les études de lésion axonale et de dégénération (Petzold 2005). Des explants de 

DRG ont été extraits d’embryons provenant d’une femelle C57BL/6 gestante à E13.5 et ont été 

cultivés jusqu’à DIV4. Les DRG ont ensuite été immunomarqués à l’anti-NFH, ayant pour 

fluorophore le composé Alexa Fluor 488. Nos observations par microscopie confocale 

montrent que les neurofilaments des axones du DRG sont bien reconnu par l’anti-NFH. Ainsi, 

l’anti-NFH a été utilisé dans toutes les manipulations qui suivent. 



135  

Ensuite, nous avons effectué une expérience préliminaire pour étudier le rôle du GRT-X 

dans la poussée axonale d’explants de DRG embryonnaires C57BL/6 à E13.5. Pour cela, le 

groupe de DRG traités au GRT-X 10µM a été comparé à un groupe non traité et à un autre 

traité au véhicule, l’EtOH. Tous les groupes ont été traités à DIV1 et arrêtés à DIV4. Les 

neurofilamements des DRG ont été marqués à l’anti-NFH et puis visualisés par microscopie 

confocale. Les neurites ont ensuite été quantifiés par NeuriteJ. Nos résultats montrent que les 

neurites des DRG traités au GRT-X sont plus longs (environ 2000 µm) et que le réseau axonal 

est plus dense que ceux non traités ou traités au véhicule (environ 1000 µm), confirmant ainsi 

un effet positif du GRT-X sur la poussée axonale. 

Dans un second temps, nous avons comparé l’effet du GRT-X sur la poussée axonale aux 

ligands connus de TSPO (étifoxine et XBD173) et des Kv7.2/3 (ICA-27243 et XE991). Tous les 

groupes ont été traités à DIV1 et arrêtés à DIV4. Après immunomarquage et quantification par 

NeuriteJ, les aires sous la courbe (AUC) ont été calculées par la méthode trapézoïdale puis 

comparées entre les différents groupes. Nos résultats confirment que le GRT-X augmente la 

longueur et la densité du réseau de neurites à DIV4. En effet, le traitement au GRT-X a 

provoqué une augmentation significative de l’AUC en comparaison aux autres groupes. En 

revanche, XBD173, XE991, ICA27243 et EtOH ne montrent pas d'effet sur la croissance des 

neurites. Cependant, l’étifoxine induit une inhibition de la poussée axonale à DIV4 et s’avère 

être toxique pour les cellules, c’est pourquoi elle a été exclue du reste de nos expériences. 

Un effet positif de l’étifoxine sur la poussée axonale a été démontré suite à des lésions 

nerveuses du nerf sciatique chez le rat adulte (âgé de 7 semaines) (Girard, Liu et al. 2008). 

Néanmoins, nos résultats montrent un effet inhibiteur dans nos cultures primaires de DRG. 

Ceci pourrait s’expliquer par le fait que l'étifoxine est connue pour agir en tant que modulateur 

allostérique positif du récepteur GABAA et comme stimulateur de la production de 

neurostéroïdes suite à sa liaison à TSPO. Cependant, il existe des différences entre les 

récepteurs GABAA exprimés par les neurones cultivés à partir de DRG embryonnaires et 

adultes. Ces différences sont liées à des changements dans la composition des sous-unités des 

récepteurs (Maddox, Valeyev et al. 2004). Ainsi, le rôle des récepteurs GABAA semble changer 

radicalement au cours du développement. Chez l’adulte, les récepteurs GABAA assurent la 

médiation de l'inhibition synaptique, alors que chez l’embryon, les récepteurs GABAA sont 

excitateurs en raison d’une concentration de chlore intracellulaire élevée (Ben-Ari 2002). De 

plus, la dose de 20µM d’étifoxine (dose utilisée dans notre expérience) montre un effet positif 
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sur la poussée axonale chez un modèle adulte de rongeur (Girard, Liu et al. 2008) mais inhibe 

la poussée axonale dans les DRG embryonnaires. Puisque l’étifoxine s’est avérée inhibitrice de 

la poussée axonale des DRG embryonnaires, et n’étant pas un ligand spécifique de TSPO (elle 

se lie aussi aux récepteurs GABAA), elle a été exclue de la suite de nos expériences. Néanmoins, 

le XBD173 s’est comporté comme ligand spécifique de TSPO et sera utilisé pour comparer 

l’effet sur la poussée axonale de GRT-X. L’absence d’effet des composés XBD173, ICA-27243, et 

XE991 sur la poussée axonale peut s’expliquer par l’importance du double mode d’action : en 

effet, la stimulation d’une cible ou d’une autre n’aurait pas d’effet sur la croissance axonale 

d’explants de DRG à DIV4, mais cette dernière serait plutôt le résultat de l’activation 

concomitante des deux cibles TSPO et Kv7.2/3 par le GRT-X. 

L’effet du GRT-X, XBD173, ICA-27243, et XE991 à plus long terme (DIV8) a été ensuite testé 

après un traitement à DIV1 suivi ou non d’un autre traitement à DIV4. 

Après un seul traitement (DIV8), nos résultats montrent que l’AUC du groupe traité au GRT-X 

est significativement supérieure à celle des autres groupes. En effet, l’AUC représentant les 

DRG traités au GRT-X est plus élevée que celle des autres groupes (GRT-X : 170 vs 100 pour 

XBD173, ICA-27243, et XE991). Ainsi, un seul traitement par le GRT-X serait suffisant pour 

maintenir un effet positif sur la poussée axonale jusqu’à DIV8, alors que tous les autres 

traitements n’ont aucun effet. 

Suite à deux administrations à trois jours d'intervalle, à une dose de 10 µM, les aires 

sous les courbes (AUC) des groupes traités avec GRT-X et XBD173 dépassent celles des groupes 

DRG traités avec XE991, ICA27243 et EtOH. Nos observations indiquent que GRT-X présente 

statistiquement une efficacité supérieure dans la promotion de la croissance axonale par 

rapport à XBD-173, ligand spécifique de la TSPO. Ces résultats suggèrent que GRT-X pourrait 

non seulement se lier au récepteur, mais également stimuler la croissance axonale. Par 

conséquent, GRT-X serait un candidat prometteur pour améliorer la régénération neuronale. 

L’ensemble des résultats obtenus en immunocytochimie montre que le GRT-X a un effet 

positif sur la croissance axonale. En revanche, les autres molécules testées (XBD173, XE991, 

ICA27243) n’ont montré aucun effet. 

Pour consolider les résultats obtenus, nous avons évalué par RT-qPCR les effets des différents 

traitements sur l’expression des gènes cibles du GRT-X (TSPO, Kv7.2/3), des gènes impliqués 

dans la myélinisation (Mpz, Mbp, Plp), dans la différenciation des cellules de Schwann (Dhh, 

Krox20, CNPase), et dans la structure axonale (Tfap2α, Stmn2, périphérine, Cad19, Nfh). Pour 
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cela, des cultures dissociées de DRG embryonnaires provenant de femelles gestantes C57BL/6 

à E13.5 ont été mises au point. L’effet du GRT-X 10µM sur l’expression des gènes a été comparé 

à celui des autres ligands : XBD173, ICA-27243, et XE991 à la même dose (10µM). Tous les 

groupes ont été traités à DIV1 et arrêtés à DIV4. Nos résultats de RT-qPCR montrent que le 

GRT-X induit une augmentation de l’expression de tous les gènes (Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Mpz, 

Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2α, Stmn2, Périphérine, Cad19, et Nfh) en comparaison à 

tous les autres groupes. Ces résultats forts intéressants concordent avec nos résultats de 

microscopie confocale. De plus, ils montrent que le GRT-X agirait non seulement sur la 

prolifération axonale en augmentant la longueur et la densité axonale (via le marquage NFH) 

mais aussi sur la myélinisation, la différenciation Schwannienne et la structure axonale. Ces 

résultats pourraient aussi expliquer les résultats obtenus par d’autres équipes de recherches. 

En effet, Bloms-Funke, Bankstahl et al. ont démontré un effet anti-épileptique du GRT-X chez 

trois modèles expérimentaux d’épilepsie (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022). Cette 

observation serait dû à l’augmentation de l’expression des Kv7.2/3 par le GRT-X qui aurait ainsi 

induit une hyperpolarisation. Dans une autre étude portant sur des rats diabétiques, Bloms- 

Funke, Schumacher et al montrent une diminution de l’hyperalgésie suite au traitement par le 

GRT-X (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). Les mêmes auteurs montrent également que le 

GRT-X favorise la survie et l’accélération de la régénération des neurones sensoriels et 

moteurs, ainsi que l’accélération de la récupération comportementale suite à des lésions 

cervicales chez le rat. Ceci pourrait s’expliquer par la stimulation de l’expression de gènes 

impliqués dans la myélinisation, la différenciation des cellules de Schwann, et la structure 

axonale. 

En ce qui concerne le traitement des cultures cellulaires des DRG embryonnaires traitées par 

le XBD173 à 10 µM, une augmentation de l’expression des mêmes gènes cités a également été 

observée comparativement aux cellules non traitées, et à celles traitées par les composés ICA- 

27243 et XE991 à la même dose (10µM). Cependant, l’activation de ces gènes par le GRT-X 

reste significativement plus importante. Nous notons une divergence entre l’augmentation de 

l’expression du gène Nfh suite au traitement par le XBD173, et l’absence d’effet du traitement 

sur la protéine NFH observée par microscopie confocale. Cette divergence pourrait s’expliquer 

par le temps séparant la transcription du gène de sa traduction. 

Quant au composé XE991, connu comme inhibiteur des Kv7.2/3, une augmentation 

significative mais légère de l’expression du Kv7.2 et non du Kv7.3 est observée. En se basant 
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sur les données de la littérature qui montrent que le chromanol 293B, un inhibiteur des Kv7.1, 

induit une augmentation de l’expression de l’ARNm du KCNQ1 (McCallum, Greenwood et al. 

2009), nous pouvons émettre la même hypothèse. Nous montrons aussi que XE991 inhibe 

l’expression de gènes impliqués dans la myélinisation (Mpz, Mbp, CNPase) et d’un gène 

impliqué dans la structure axonale (Nfh). Cependant aucune différence significative n’est 

observée entre les cellules non traitées et traitées par XE991 pour l’expression du reste des 

gènes impliqués dans la différenciation des cellules de Schwann (Dhh, Krox20), et dans la 

structure axonale (Tfap2α, Stmn2, périphérine, Cad19). Ces résultats concordent avec nos 

observations par microscopie confocale qui montrent une légère inhibition non significative 

de la poussée axonale des DRG traités par le XE991 pour les DRG C57BL/6 à DIV4, et une 

inhibition significative pour les DRG TSPO-KO à DIV4. 

Le composé ICA-27243, un agoniste des canaux potassiques, augmente significativement 

l’expression du Kv7.2, inhibe légèrement la poussée axonale et significativement l’expression 

des gènes impliqués dans la myélinisation et dans la différenciation des cellules de Schwann 

(Mpz, Mbp, Krox20, CNPase) et la structure axonale (Tfap2α, Stmn2, Périphérine, Cad19, et 

Nfh). En revanche il n’affecte pas l’expression de certains gènes impliqués dans la 

différenciation des cellules de Schwann (Dhh, Krox20). De plus, ce résultat est confirmé par 

des données de la littérature qui ne montrent aucun effet du composé ICA27243 sur la 

récupération neuronale suite à des lésions cervicales (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022)n. 

Cependant aucune étude moléculaire n’a été effectuée pour montrer la modulation des gènes 

par le composé ICA27243. 

Afin de confirmer l’importance du double mode d’action du GRT-X, et sachant qu’il 

n’existe pas d’outil pharmacologique permettant de bloquer l’expression de TSPO, les mêmes 

expériences ont été répétées sur des DRG embryonnaires provenant de souris TSPO-KO. L’effet 

du GRT-X sur la poussée axonale a été comparé à celui de ligands connus de TSPO (XBD173) et 

des Kv7.2/3 (ICA-27243 et XE991). Tous les groupes ont été traités à DIV1 et arrêtés à DIV4. 

Après immunomarquage, quantification et calcul des aires sous la courbe (AUC), nous ne 

montrons pas de différence significative entre les AUC des différents groupes, à l'exception 

du groupe de DRG traités par les composés XE991 et ICA27243. Ces derniers présentent des 

AUC significativement plus faibles que celles des autres groupes. Cela peut être dû au double 

blocage simultané de TSPO et des Kv7.2/3, ou de l’activation des Kv7.2/3 uniquement, ayant 

ainsi un effet inhibiteur sur la poussée axonale. La perte de l’effet positif du GRT-X sur la 



139  

poussée axonale des DRG TSPO-KO confirme que l’effet stimulateur de la molécule observé 

chez les DRG C57BL/6 est médié par TSPO. De plus, l’absence d’effet des autres molécules 

(XBD173, XE991, ICA27243) concorde avec nos observations microscopiques des DRG 

C57BL/6. 

Pour consolider les résultats obtenus, nous avons évalué par RT-qPCR dans des 

cultures dissociées de DRG embryonnaires TSPO-KO, les effets des différents traitements sur 

l’expression des gènes cibles du GRT-X (TSPO, Kv7.2/3) ainsi que sur les gènes impliqués dans 

la myélinisation, la différenciation des cellules de Schwann et la structure axonale. L’effet du 

GRT-X 10µM sur l’expression des gènes a été comparé à celui des autres ligands : XBD173, ICA- 

27243, et XE991 à la même dose (10µM). Tous les groupes ont été traités à DIV1 et arrêtés à 

DIV4. Nos résultats de RT-qPCR confirment que les souris sont TSPO-KO dû à l’absence 

d’expression du gène Tspo dans tous les groupes. 

Le GRT-X n’a aucun effet sur l’expression du Nfh, concordant avec nos observations 

microscopiques. De plus, le GRT-X perd également son effet sur l’expression des gènes 

impliqués dans la différenciation Schwanienne (Krox20) et la structure neuronale 

(périphérine). Cette perte d’effet du traitement confirme l’importance du double mode 

d’action. Cependant, il maintient un effet positif sur l’expression des Kv7.2/3 témoignant ainsi 

que les canaux potassiques constituent la deuxième cible du GRT-X. De plus, nos résultats 

montrent une augmentation de l’expression de gènes impliqués dans la myélinisation (Mpz, 

Mbp, Plp, Dhh, CNPase) et dans la structure neuronale (Tfap2α, et Cad19) suite au traitement 

par le GRT-X. La persistance de la stimulation de l’expression de ces gènes par le GRT-X dans 

les DRG C57BL/6 et TSPO-KO pourrait s’expliquer par l’éventuelle présence d’une troisième 

cible de la molécule. Cette hypothèse devrait être confirmée par des études moléculaires 

poussées. 

En ce qui concerne le traitement des cultures cellulaires des DRG embryonnaires traitées par 

le XBD173 à 10 µM, nos résultats de RT-qPCR ne montrent aucun effet sur l’expression du Nfh. 

Ces résultats coïncident avec nos observations microscopiques. De plus, le traitement par le 

XBD173 n’affecte pas l’expression de gènes impliqués dans la myélinisation (Mbp, Plp) et dans 

la structure axonale (Cad19, Stmn2). Contrairement aux cultures dissociées de DRG C57BL/6, 

l’absence d’effet stimulateur du XBD173 sur l’expression de ces gènes dans les cultures de DRG 

TSPO-KO confirme l’importance de TSPO. 
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Les effets des composés XE991 et ICA-27243 sur l’expression des gènes observés dans les DRG 

TSPO-KO coïncident avec les DRG C57BL/6, avec quelques exceptions (voir Tableau 8 pour la 

comparaison). Nos résultats confirment ainsi que les effets des composés XE991 et ICA-27243 

sont en effet médiés pas les Kv7.2/3. Les différences d’expression des gènes observées entre 

les DRG C57BL/6 et TSPO-KO pourraient s’expliquer par la différence du contexte génétique 

entre les deux espèces de souris, qui pourrait engendrer une différence d’expression des 

gènes. 

Il est important de noter que tous les résultats de microscopie confocale et de RT-qPCR 

ne montrent aucune différence significative causée par l’EtOH. Nous pouvons donc confirmer 

que tous les effets observés sont dus aux molécules administrées et non pas au véhicule. 
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Conclusion et perspectives 
 

En conclusion, nous montrons que GRT-X se lie à la fois à TSPO et aux Kv7.2/3. Grace à ce 

double mode d’action, le GRT-X stimule non seulement la poussée axonale, mais également 

l’expression de gènes impliqués dans la myélinisation (Mpz, Mbp, Plp), la différenciation 

Schwannienne (Dhh, Krox20, CNPase), et dans la structure neuronale (Tfap2α, Stmn2, 

périphérine, Cad19, Nfh). L’activation de ces gènes serait donc à l’origine des effets décrits par 

Bloms et al (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022, Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022) qui a 

montré un effet antiépileptique, anti-hyperalgésique (Figure 21). Par ailleurs, l’augmentation 

de l’expression de la majorité des gènes étudiés dans les souris Tspo-/- pourrait s’expliquer par 

l’éventuelle présence d’une troisième cible moléculaire du GRT-X qui serait à déterminer. Le 

composé XBD173, un ligand spécifique de TSPO, stimule également la poussée axonale et 

l’expression des gènes préalablement cités. Cependant, l’effet du double mode d’action du 

GRT-X reste plus important. En revanche, l’activation des canaux potassiques voltage- 

dépendants par le composé ICA27243 inhibe la poussée axonale ainsi que l’expression des 

gènes. Ainsi, l’activation simultanée de TSPO et des Kv7.2/3 rendent le GRT-X une molécule 

fort intéressante en tant que cible potentielle pour le traitement des lésions nerveuses, ainsi 

que des douleurs neuropathiques qui en résultent. Les études futures devraient porter sur des 

lésions nerveuses effectuées in vivo en présence ou en absence de GRT-X pour montrer ces 

effets sur la poussée axonale. 

 
Figure 21. Les effets antiépileptique, anti-hyperalgésique du GRT-X décrits par Bloms-Funke et al sont probablement 
médiés par la stimulation de la poussée axonale et la modulation des gènes impliqués dans la myélinisation, la 
différenciation Schwannienne et la structure neuronale. 
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Titre : Effets neuroprotecteurs et neurorégénérateurs d'un nouveau ligand de TSPO et des canaux potassiques Kv7.2/3 
dans le système nerveux périphérique 

Mots clés : TSPO, Kv7.2/3, poussée axonale 
Résumé : Bien que les nerfs périphériques adultes conservent la capacité de se régénérer, la restauration fonctionnelle reste 
souvent décevante en cas de lésions traumatiques ou de neuropathies périphériques. De plus, une mauvaise récupération est 
souvent associée au développement de douleurs neuropathiques chroniques. La protéine translocatrice mitochondriale (protéine de 
translocation, TSPO, 18 kDa) et les canaux potassiques Kv7.2/3 (KCQN2/3) voltage-dépendants sont deux cibles prometteuses pour 
favoriser la régénération des nerfs périphériques et la récupération fonctionnelle, et pour prévenir la chronicisation des douleurs 
neuropathiques. Récemment, une nouvelle classe de molécules, GRT-X, ciblant à la fois la TSPO et les Kv7.2/3, a été développée par 
la compagnie pharmaceutique Grünenthal. Le but de cette thèse est d'étudier le rôle du GRT-X dans la poussée axonale. Cette preuve 
de concept a été effectuée sur des cultures d'explants et des cultures dissociées de ganglions spinaux embryonnaires (ou Dorsal Root 
Ganglia, DRG) à E13.5 provenant soit de souris C57BL6/J, soit de souris TSPO-KO. Des études microscopiques, moléculaires et 
cinétiques ont été réalisées, et les effets du GRT-X ont été comparés à ceux d'autres molécules : étifoxine (agoniste de la TSPO), 
XBD173 (agoniste de la TSPO), ICA-27243 (agoniste des Kv7.2/3) et XE991 (antagoniste des Kv7.2/3) dans les deux modèles 
expérimentaux. Les résultats montrent que le GRT-X a un effet positif sur la poussée axonale. Cet effet est plus important que celui 
des autres groupes et est maintenu aux différents moments et aux différentes doses testées. De plus, le GRT-X induit une 
augmentation de l'expression des gènes impliqués dans le développement, la myélinisation et la poussée axonale par rapport aux 
autres groupes. Les mêmes expériences réalisées sur les DRG embryonnaires TSPO-KO montrent une diminution de l'efficacité du 
GRT-X. Ces résultats montrent l'implication du GRT-X dans la poussée axonale qui est liée à son double mode d'action (TSPO et 
Kv7.2/3). Ainsi, le GRT-X serait une cible prometteuse pour le traitement de lésions du système nerveux périphérique en favorisant la 
poussée axonale par liaison à la TSPO, mais aussi en diminuant la douleur en se liant aux Kv7.2/3 qui régulent l'hyperexcitabilité 
neuronale. 

 
Title : Neuroprotective and Neuroregenerative effects of a novel TSPO and voltage-gated potassium channels Kv7.2/ 3 ligand in the 
peripheral nervous system 
Keywords : TSPO, Kv7.2/3, axonal growth 

Abstract : While adult peripheral nerves retain the ability to regenerate, functional restoration is often unsatisfactory in cases of 
traumatic injury or peripheral neuropathy. Furthermore, poor recovery is frequently associated with the development of chronic 
neuropathic pain. The mitochondrial translocator protein (TSPO, 18 kDa) and the voltage-dependent Kv7.2/3 potassium channels 
(KCQN2/3) represent two promising targets for enhancing peripheral nerve regeneration, promoting functional recovery, and 
preventing the chronicization of neuropathic pain. Recently, a novel class of molecules, GRT-X, that targets both TSPO and Kv7.2/3 
has been developed by the pharmaceutical company Grünenthal. The objective of this thesis is to investigate the role of GRT-X in 
axonal growth. This proof-of-concept study was conducted using explant and dissociated cultures of embryonic dorsal root ganglia 
(DRG) at E13.5 from either C57BL6/J or TSPO-KO mice. Microscopic, molecular, and kinetic studies were performed, and the effects of 
GRT-X were compared with those of other molecules: etifoxine (a TSPO agonist), XBD173 (a TSPO agonist), ICA-27243 (a Kv7.2/3 
agonist), and XE991 (a Kv7.2/3 antagonist) in both experimental models. Our data demonstrates that GRT-X exerts a positive 
influence on axonal growth. This effect surpasses that of the other molecules and is sustained at various tested time points and 
doses. Furthermore, GRT-X elevates the expression levels of genes involved in development, myelination, and axonal growth in 
comparison to the other groups. In parallel, the same experiments conducted on TSPO-KO embryonic DRGs reveal a reduced efficacy 
of GRT-X. These findings highlight the involvement of GRT-X in axonal growth, attributed to its dual mode of action (TSPO and 
Kv7.2/3). Therefore, GRT-X holds promise as a potential target for the treatment of lesions affecting the peripheral nervous system by 
promoting axonal growth via TSPO binding and concurrently reducing pain through its interaction with Kv7.2/3, which regulate 
neuronal hyperexcitability. 

 

 
 

 


