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Interleukine-1a (IL-1a) et -1B (IL-1B)

Jonction neuromusculaire (JNM)

Leukemia inhibitory factor (LIF)

Mode d’action (MoA)

Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1)

Myelin associated glycoprotein (MAG)

Myelin basic protein (MBP)

Myelin protein zero (PO)
N-(6-chloro-pyridin-3-yl)-3,4-difluoro-benzamide (ICA-27243)
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N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-1-(2-methoxyethyl)-4-methyl-2-oxo-(7-trifluoromethyl)-1H-
guinoline-3-caboxylic acid amide (GRT-X)

Nerf cranien (NC)

Neural crest cells (NCC)

Nerve growth factor (NGF)
N-Ethyl-7,8-dihydro-7-methyl-8-oxo-2-phenyl-N-(phenylmethyl)-9H-purine-9-acetamide
(XBD173)

Neural cell adhesion molecule (NCAM)

Neurotrophin-3 (NT3)

Neurofilaments lourds (Heavy neurofilaments, NFH)

Nuclear factor-kappa B (NF-kB)

P75 neurotrophin receptor (p75NTR)

Paraformaldéhyde (PFA)

Pentyléne-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)

Systéme nerveux central (SNC)

Systéme nerveux périphérique (SNP)

Systeme nerveux sympathique (SNS)

Transcription factor AP-2 alpha (Tfap2a)

Tumor necrosis factor-a (TNFa)

Vascular endothelial growth factor (VEGF)
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Introduction Générale

Le systéme nerveux périphérique (SNP), est caractérisé par sa plasticité suite aux Iésions.
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 a |‘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 I'hyperalgésie, 'immunosuppression, et I'addiction
(Finnerup, Attal et al. 2015) sont notés. De plus, ils ne traitent pas |'origine du probléme
(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 Griinenthal. GRT-X cible a 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.

GRT-X
(double

mode
d‘action)

Effet anti-épileptique, anti-hyperalgésique

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 cing hélices a
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 I'espace
intermembranaire de la mitochondrie. L'un des réles les plus discutés de TSPO est
I'internalisation du cholestérol a I'intérieur de la mitochondrie. En effet, cela est possible grace
a son interaction avec ce dernier par I'intermédiaire du domaine de reconnaissance du
cholestérol (CRAC) situé au niveau du C-terminal. Cependant, les études portant sur le role de
TSPO dans la steroidogenese sont controversées : certaines montrent que la TSPO permet
I'internalisation du cholestérol a I'intérieur de la mitochondrie et est donc indispensable a la
steroidogenese, alors que d’autres montrent que I'absence de la protéine mitochondriale
n’affecte pas la synthéese de stéroides (Lacapéere, Duma et al. 2020). De plus, I'expression basale
de TSPO est nécessaire pour le maintien de ’"homéostasie. En effet, TSPO est fortement
exprimée dans les tissus synthétisant les hormones stéroidiennes et faiblement exprimée dans
le cerveau (Bonsack and Sukumari-Ramesh 2018). La modification de I'expression basale de
TSPO pourrait étre 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
génes KCNQ2 et 3 et sont localisés au niveau du segment initial de I'axone (Hefting, D'Este et
al. 2020). Ils permettent la sortie du potassium vers I'extérieur des cellules, et jouent des roles
physiologiques importants dans plusieurs types cellulaires (neurones, cellules cardiaques, et
cellules béta du pancréas) (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). Initialement appelés
‘canaux-M’, les Kv7.2/3 ne s’inactivent pas puisqu’ils possédent un seuil bas d’activation (60
mV). Cela génere un courant sortant voltage-dépendant régulier et permet donc de stabiliser
le potentiel de la membrane en présence de courants dépolarisants. Des mutations des génes
KCNQ2 et KCNQ3 ont été associées a des formes néonatales héréditaires d'épilepsie (Wang,
Lin et al. 2017). La modulation de I'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 I'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 systéme nerveux central, GRT-X accélere
le taux de récupération fonctionnelle suite a une lésion sévere des nerfs cervicaux, sans
présenter d'indices de dépendance (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022) et régule
I'hyperexcitabilité neuronale dans des modeéles expérimentaux d'épilepsie (Bloms-Funke,
Bankstahl et al. 2022). Dans le systeme nerveux périphérique, une atténuation de
I'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 role du GRT-X dans la
poussée axonale n’a pas été évalué. De plus, la modulation de I'expression des génes 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 modele pour les études
pharmacologiques.

Dans les paragraphes suivants nous introduirons, les processus de myélinisation du systéme
nerveux périphérique, les limites de la régénération axonale et récupération fonctionnelle
suite a un traumatisme, les traitements actuels disponibles et leurs limitations. Ensuite

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

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 troisieme et la quatrieme semaine du
développement embryonnaire. Ce processus implique les interactions de plusieurs facteurs
trophiques, de transcription, et chimiotactiques nécessaires pour la migration des
neuroblastes, I'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 systeme nerveux.
Les éléments de base des nerfs périphériques sont les fibres nerveuses (ou axones), qui sont
des prolongements des neurones. |l existe six types de fibres nerveuses classées suivant leur
diametre, 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 béta (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).

Epinévre

Vaisseaux
sanguins
Périnévre

Endoneévre

e e i <+— Axone
*—Myeline

Fascicule

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 a
80%), mais contient également 20 a 30% de protéines (60% de glycoprotéines, 20 a 30% de
protéines basiques, et 10 a 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 nceud 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 I'énergie et de I'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 a des régions
ou les cellules de Schwann sont dépourvues de cytoplasme. Elle se trouve au niveau des
internceuds, donc entre les nceuds 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 a elle correspond a des zones ou 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 réle des cellules de
Schwann va au-dela de la formation de myéline et de I'isolation des axones. Elles fournissent
également le soutien métabolique nécessaire aux axones, ce qui est particulierement
important pour les longs axones des nerfs périphériques.

Les cellules de Schwann sont les cellules gliales du systéeme nerveux périphériques,
découvertes par Theodore Schwann en 1839 (Bhatheja and Field 2006). Elles sont
responsables de la myélinisation des axones dans le SNP. Ce phénoméne commence au début
de la vie embryonnaire, lorsque les cellules de Schwann émergent de la créte neurale. Cette
derniere 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'a la naissance. Aprés 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 a la sécrétion importante de neuréguline
par les axones de grand diamétre (= 1 um), les cellules de Schwann deviennent myélinisantes.
Les axones de faible diamétre produisent des niveaux plus faibles de neuréguline induisant
ainsi un enchevétrement 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
I'’émergence des cellules de la créte neurale (‘Neural Crest Cells’, NCC), jusqu’a 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, Tfap2a, Etv5, et
Pax3 sont exprimés au stade des NCC. lIs restent tous exprimés durant la transition en SCP a
I’exception d’Etv5 dont I'expression diminue. De plus, I'expression de Sox2 et Egrl est initiée.
Lors de la différenciation des SCP en iSC, les facteurs de transcription Sox9, Sox10, et Tfap2a
restent présents, tandis que I'expression de Pax3 est inhibée, et celle d’Egrl 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 I'expression de
Tfap2a, et la présence de Jun, Pou3fl, et Yyl. Enfin, les cellules de Schwann myélinisantes
continuent a exprimer Sox9, Sox10, Pou3fl et Yyl et initient I'expression de Nfatc4, et d'Egr2
(Balakrishnan, Belfiore et al. 2021). Egr2 n’est exprimé qu’a 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 Egrl, 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 I'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 réle de ces facteurs de
transcription dans le développement et le maintien des fonctions des cellules de Schwann.
e Genes Sox (SRY-related HMG-box) : L'expression de Sox9 et Sox10 débute dans les NCC
a E10.5 et persiste dans les cellules de Schwann matures tout au long de la vie (Balakrishnan,
Stykel et al. 2016). Le réle 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 étre générés (Bi, Huang et al. 2001). Quant a 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 modéles animaux Sox10-
knockout montrent que Sox10 ne joue pas de réle dans la survie des cellules de Schwann au
stade postnatal, mais plutét dans la maintenance d’une gaine de myéline intacte et
fonctionnelle (Finzsch, Schreiner et al. 2010). Cela est cohérent avec son role dans 'activation

de génes impliqués dans la formation de la myéline (tels que Egr2, MBP, MPZ, MAG, et S1008)
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en agissant de maniére 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 I’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 I'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).

e Genes 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).

e Tfap2a: Egalement exprimé dans les NCC et dans les SCP, puis rapidement inhibé dans
les cellules de Schwann myélinisantes (Jessen and Mirsky 2019). Tfap2a est un régulateur
négatif de la différenciation des cellules de Schwann puisque son expression continue dans les
SCP empéche leur transition en iSC (Stewart, Brennan et al. 2001).

e Pax3 : Egalement exprimé dans les NCC et est rapidement inhibé dans les SCP avant
d’étre réexprimé dans les cellules de Remak (Blake and Ziman 2013). La prolifération des
cellules de Schwann et le blocage de I'apoptose sont induits par Pax3 durant le développement
(Nakazaki, Shen et al. 2009). Lorsqu’il est surexprimé in vitro, Pax3 empéche la différenciation
des cellules de Schwann en cellules myélinisantes en inhibant I'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).

e Pou3fl (ou Oct-6), Jun, et Yyl : L'expression de ces trois facteurs de transcription
débute au stade des cellules de Schwann myélinisantes (Balakrishnan, Belfiore et al. 2021).
Pou3fl est exprimé dans les cellules de Schwann non myélinisantes et est inhibé lorsque
commence la myélinisation. Cependant, Pou3f1 est nécessaire pour induire I'expression d’Egr2
et initier le programme de myélinisation au moins jusqu’au dixieme jour postnatal, agissant
ainsi en synergie avec Sox10 (Ghislain and Charnay 2006). La surexpression de Pou3f1 entraine
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 a 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 I'expression de Egr2 et MPZ, initiant ainsi un programme
de dédifférenciation des cellules de Schwann (Parkinson, Bhaskaran et al. 2008). En revanche,
Yyl déclenche I'expression d'Egr2 de maniere dépendante de la neuréguline et est un
régulateur positif de la myélinisation (He, Kim et al. 2010).

e Egrl/Egr2 : Egrl (ou Krox24) et Egr2 (ou Krox20) jouent des rdles opposés dans la
myélinisation. En effet, 'activation d’Egr2 initie la différenciation finale en cellules de Schwann
myélinisantes, induisant ainsi I'activation de genes liés a la myéline tels que MBP, MPZ, et
Pmp22 (Balakrishnan, Belfiore et al. 2021). Inversement, Egrl 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 a un destin glial
se différencient en SCP et apparaissent dans les DRG vers E11 (Jacob 2015). Ensuite, les SCP
commencent a migrer sur les axones naissants entre E12.5 et E13.5 pour peupler leurs cibles
périphériques et subissent une transition a 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 étre utilisées pour extrapoler la chronologie des
transitions développementales des cellules de Schwann in vitro en raison de certains
probléemes techniques. En effet, les DRG sont disséqués a partir d'embryons de souris vers la
fin de la deuxiéme semaine de gestation (E12.5 ou E13.5). A ce stade, les SCP in vivo ont déja
commencé a quitter les DRG et a migrer sur les axones en développement (Jessen and Mirsky
2005). Une fois disséqués et dissociés, les DRG donnent naissance de nouveau a des neurones
sensoriels et a des SCP in vitro (Kim and Kim 2018), ce qui est possible grace a la présence d’un
réservoir de neurones sensoriels et de SCP dans le DRG. Par conséquent, une grande partie
des événements 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 modele de culture est souvent utilisé pour décrire le réle 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 troisieme jour in vitro (Day in vitro ; DIV), et
continuent a 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 a partir du quatriéme jour apreés I'induction de la myélinisation par ajout d’acide
ascorbique dans le milieu de culture. Outre cela, I'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 geénes impliqués dans le
développement des cellules de Schwann a également été étudié :

e Des geénes exprimés dans les SCP in vivo: Dhh, Mpz, Mbp,
Plp, Cnp

e Des genes exprimés dans les SCP mais dont I'expression diminue dans les iSC in vivo :
Cad19 et Tfap2a

e Un gene dont I'expression augmente lors de la transition des SCP en iSC dans les nerfs
embryonnaires : Krox20
Les résultats montrent une augmentation importante de I'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 a augmenter graduellement
jusgu’a DIV7. Mbp montre une augmentation modeste mais statistiquement significative entre
DIV1 et DIV3 mais ne change pas significativement au-dela de DIV3. Plp montre un pic initial
d’expression a DIV3 mais qui a cependant chuté momentanément a DIV5 et a atteint un
plateau a DIV7. L'expression de Cnp augmente modérément entre DIV1 et DIV3 et reste stable
jusqu’a DIV7. L'expression de Cad19 augmente de facon presque linéaire entre DIV1 et DIV5
mais baisse entre DIV5 et DIV7. L'expression de Tfap2a conserve un profil plat entre DIV1 et
DIV3 et commence a décliner aprés DIV3 pour chuter significativement a DIV7. L’expression de
Krox20 ne varie pas entre DIV1 et DIV5, mais un pic d’expression est observé a DIV7 (Sundaram,
El Jalkh et al. 2021). Ces résultats concordent avec I'ordre des évenements moléculaires
observés dans les nerfs spinaux embryonnaires. Par exemple, I'expression de Dhh, Mpz, Mbp
et Plp augmente dans les SCP a E12.5 chez la souris (Woodhoo and Sommer 2008) et
également a DIV3 dans les cultures de DRG embryonnaires (Sundaram, El Jalkh et al. 2021).

Les résultats obtenus sur I'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 a E14.5 et
dans les racines ventrales a 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., suggerent que |'expression de I’ARNm
du Cnp diminue dans les SCP a partir de DIV3 en culture, mais cela doit étre confirmé in vivo.
De plus, il est connu que Krox20 est exprimé a deux reprises durant le développement du SNP :
une fois a E10.5 au niveau des racines dorsales et ventrales, et une deuxiéme fois a E15.5 lors
de la transition des SCP en iSC dans les nerfs périphériques. Les résultats obtenus par
Sundaram et al., confirment ces évenements in vitro (pic d’expression entre DIV5 et DIV7, lors
de la transition des SCP en iSC). En effet, |a transition des SCP en iSC in vitro entre DIV5 et DIV7
a davantage été confirmée par la chute des niveaux d’expression de Tfap2a 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 proliferent et migrent sur les neurites en développement
entre DIV1 et DIV5. A DIV5, les SCP commencent leur transition en iSC et a DIV7, la plupart des

cellules présentes sur les neurites sont des iSC.

I I I I I I I I I I I I I I Parmentier et al., 1999;

Dhh ..ulllll”" Sharghi-Namini et al., 2006
Blanchard et al,, 1996;

Mpz ..-unulllIIIII||||||"”|"" Lee et al,, 1997

Mbp ...uullIIIII|||||||||""|"" Paratore et al., 2002

Plp ...unlllIlII||||||””““”“”“” Timsit et al., 1992

I I I I I I Voiculescu et al., 2000;
Krox20 .|| ||. ...nllll”” Topilko et al., 1994
Gravel et al., 1998;
CP oo A Yuan et al,, 2002; Deng et al. 2014

Cad19 atll ||||||||,_ Takahashi and Osumi, 2005
trapza LLLLLEEELREEREEERER RN R0 00000 0aa. stoverterat, 2001

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 a 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 I’article de Sundaram et al. 2021.
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1.2 Régénération et remyélinisation axonales suite a des Iésions

Contrairement au SNC, le SNP présente une capacité de régénération élevée suite a des lésions
(Nocera and Jacob 2020). Cela est d0 a la plasticité des cellules de Schwann. En cas de |ésion
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 étre 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 genes pro-myélinisants tels que Egr2 (ou Krox20), Mbp, Mpz
(ou PO), PMP22, et Mag. De plus, certains genes 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 different des iSC ; ils sont caractérisés par
I’expression de-novo de certains genes (tels que Olig1 et Shh) (Nocera and Jacob 2020), et aussi
par I'augmentation de I'expression de nombreuses protéines impliquées dans les processus de
réparation (Figure 5) :

e 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 Hoke 2013, Jessen and Mirsky 2019).

e Une deuxiéme partie de ces protéines initie la réponse immunitaire, promeut
I'invasion et I'activation des macrophages, induit la formation des vaisseaux sanguins et la
dégradation de la myéline (‘leukemia inhibitory factor’ (LIF), interleukine-1a (IL-1a) et -1 (IL-
1B), ‘tumor necrosis factor-a’ (TNFa) et ‘monocyte chemotactic protein 1’ (MCP-1) (Cafferty,
Gardiner et al. 2001, Martini, Fischer et al. 2008, Jessen and Mirsky 2019).

e Une troisitme partie de ces protéines est impliguée 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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e Une quatrieme 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).

Lésion

axonale
Démyélinisation
Axone myélinisé par des

cellules de Schwann

Remyélinisation par les
cellules de Schwann

Réparation axonale

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

En effet, les cellules de Schwann de réparation participent a la désintégration et a I'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 a I'élimination des débris de myéline afin de créer un
environnement favorable a la repousse au niveau du site de |ésion. L'élimination des débris de
myéline est réalisée par myélinophagie et par phagocytose, ainsi que par le recrutement et
I'activation des macrophages. Ensuite, les cellules de Schwann sécrétent 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 paralleles
qui s'alignent en bandes appelées bandes de Blingner permettant de guider I'axone en
repousse (bourgeonnement axonal) vers l'innervation de sa cible. Enfin, les cellules de
Schwann proliferent, induisent une augmentation de I'expression des génes pro-myélinisants,
et se différencient a nouveau en cellules de Schwann myélinisantes qui myélinisent I'axone
régénéré (Nocera and Jacob 2020). Il est important de noter que la régénération et la

remyélinisation axonales suite a des |ésions 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 a des lésions sont
souvent décevantes. En effet, elles dépendent de I'dge du patient, du délai avant toute
intervention chirurgicale, et du type de la lésion. De ce fait, la récupération fonctionnelle suite
a un écrasement de nerfs est souvent plus avancée que celle suite a une section de nerfs, mais
elle est aussi meilleure apres des lésions distales qu’apres 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 Hoke 2013). Malgré les
avancements en chirurgie, les axones en régénération ne parviennent souvent pas a
sélectionner leurs tubes endoneuraux d’origine et finissent par réinnerver des cibles gu’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 aprés
axotomie chronique (état dans lequel les neurones régénerent 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 a 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).

Il.  Douleur neuropathique chronique (DNC)

1. Définition de la DNC

La douleur est une sensation sensorielle et émotionnelle désagréable associée a des lésions
tissulaires réelles ou potentielles (Finnerup, Kuner et al. 2021). En effet, il existe trois types de
douleur (Bernatoniene, Sciupokas et al. 2023) :

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

articulations...) et s’estompe au fur et a mesure que la lésion guérit
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e La douleur neuropathique : elle est causée soit par une maladie soit par une lésion au
niveau du SNC ou du SNP

e Ladouleurnociplastique : c’est le résultat de I'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 a la douleur neuropathique, qui est le résultat d’'une signalisation
neuronale aberrante (Finnerup, Kuner et al. 2021). Elle peut étre causée par une compression
nerveuse, des traumatismes du systeme nerveux, une neuropathie diabétique, ou une
névralgie (Bernatoniene, Sciupokas et al. 2023). Les cellules immunitaires, la microglie et
I’astroglie dans la moelle épiniére, liberent les cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lL-1b,
qui jouent un role primordial dans I'étiologie et les mécanismes de la douleur neuropathique
(Sacerdote, Franchi et al. 2013). De plus, I'inflammation stimule la synthese de prostaglandines
en induisant I'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 systeme nerveux somatosensoriel qui
englobe les fibres périphériques (fibres AR, Ab 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. lls comprennent des thermorécepteurs, mécanorécepteurs,
chimiorécepteurs, pruricepteurs, et nocicepteurs qui envoient des signaux a la moelle épiniére
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 a 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 a I'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 I'expression de certains genes 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-Wisniewska et al. 2022).

Tableau 1. Récepteurs, canaux, et processus impliqués dans la douleur neuropathique chronique

“ Role physiologique Rble dans la DNC suite & une lésion

Récepteurs NMDA Plasticité synaptique, apprentissage, mémoire Augmentation de l'influx de calcium suite a leur activation apres une
lésion =» augmentation de la sensation de douleur

Récepteurs opiacés (mu (), delta (5) et kappa (k) Modulation de la douleur neuropathique Altération de leur expression = réduction de l'efficacité des opioides

endogénes et exogénes = diminution du soulagement de la douleur

Systéme endocannabinoide (récepteur CB1 et CB2) Modulation de la perception de la douleur Modulation de l'excitabilité neuronale et inhibition de la libération de
neurotransmetteurs
LU A e el e R A P S B Détection et transmission de signaux de douleur o TRPVI : activés par la chaleur, I'inflammation, et la capsaidne ;

contribue a I'hypersensibilité thermique

o TRPAL :impliqués dans les réponses nocdceptives au froid et aux
irritants chimiques ; augmentent la sensibilité a la douleur

«  TRPMBS : activés par le froid ; causent une allodynie et une

hyperalgésie au froid

Récepteurs GABA (acide gamma-aminobutyrique) Inhibition de la neurotransmission vers le cerveau ; maintenance Perturbation des signaux inhibiteurs = développement et maintien de

d'un équilibre entre excitation et inhibition pour le traitement de I'hyperexctabilité et augmentation de la sensibilité a la douleur

la douleur
Récepteurs de la sérotonine (5-HT3 et 5-HT1A) Modulation de la douleur neuropathique Augmentation de la sensibilité a la douleur
Systéme noradrénergique Modulation de la douleur neuropathique Changements dans la libération de noradrénaline = modification de la
perception de la douleur et chronidsation
Récepteurs purinergiques (P1 et P2) Maintien du rythme cardiaque Augmentation de la transmission de la douleur, favorisation de la

neuroinflammation, et modulation de lexcitabilité neuronale =%

amplification des signaux de douleur

LT TR L B E T S SR A TG B B Propagation des potentiels d'action dans les neurones sensibles Augmentation d'expression et modification de distribution des canaux

Nav1.9) ala douleur dans les neurones lésés =¥ augmentation de l'excitabilité neuronale et
dela douleur
Canaux calciques voltage-dépendants Libération de neurotransmetteurs et excitabilité neuronale Déreglement des canaux caldques = déclenchement de

l'inflammation, augmentation de la transmission synaptique exdtatrice

et hyperexcitabilité neuronale

Canaux potassiques Régulation de I'excitabilité neuronale Déréglement des canaux potassiques =»  altération de
I'hyperpolarisation, prolongation des potentiels daction, et

augmentation de l'excitabilité des neurones sensibles a la douleur

Canaux ioniques ASIC (Acid-sensing ion channels) Signalisation de la douleur Changement de pH et activation des ASIC =¥ excitabilité neuronale,

hyperalgésie, et hypersensibilité mécanique et thermique
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Suite a des lésions nerveuses, les patients atteints de DNC présentent généralement des
symptomes distincts tels que des brilures, des sensations d’électricité, de I’allodynie (douleur
résultant de stimulations non douloureuses), et de I’hyperalgésie (douleur exagérée suite a un
stimulus douloureux). De plus, leurs symptomes 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 capsaicine a 8 %, les patchs de
lidocaine et les injections sous-cutanées de toxine botulique de type A (Finnerup, Attal et al.
2015). Les opioides constituent la classe de médicaments la moins recommandée pour le
traitement de la DNC puisqu’ils causent des effets secondaires indésirables tels que
I’hyperalgésie, I'immunosuppression, et I'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 systéme 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 a la fois des actions analgésiques, neuroprotectrices, et
neurorégénératives, ciblant a 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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lll.  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 difféere de celle de la rétigabine (activateur des Kv7;
joue un réle antiépileptique) par I'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 a 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 I’hypothése éventuelle d’effets
cardiaques indésirables causés par le GRT-X. Outre cela, I'administration du GRT-X sur des
cultures de DRG adultes conduit a une hyperpolarisation. Cet effet d’hyperpolarisation a été
significativement et complétement inversé apres I'ajout de I'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 réle de TSPO dans la synthése neurostéroidienne,
I’'amélioration de la DNC, I'accélération de la repousse axonale, et la récupération fonctionnelle
suite a des lésions chez les rongeurs (Papadopoulos, Fan et al. 2018). Il est intéressant de noter
qgue 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 a la protéine mitochondriale transmembranaire
TSPO (translocator protein) en I’activant. L’étude de I'affinité du GRT-X a TSPO a été réalisée in
vitro sur des membranes de coeur de rats et sur la lignée cellulaire de glioblastome neuronal
humain U-118 MG en utilisant le composé radioactif [2H]PK11195 (PK11195 étant un ligand de
TSPO). Cette étude a démontré que le GRT-X se lie aux membranes de coeurs 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 synthése de neurostéroides in vitro (cellules de gliome C6
de rat en culture) et in vivo (cerveaux de rats) suite a I'administration du GRT-X. Cela implique
qgue la liaison du GRT-X a TSPO stimule le transport intramitochondrial du cholestérol et

augmente ainsi la neurostéroidogeneése.
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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 I'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 a 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 a la récupération fonctionnelle (Bloms-Funke, Bankstahl et al.

2022).
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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 réles

de ses différentes cibles.
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1.1 TSPO

Comme évoqué précédemment, I'étude réalisée par Bloms-Funke et al montre que le GRT-X
se lie a 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 cing hélices a 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
I'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 'espace intermembranaire mitochondrial
et le cytoplasme. L'ANT échange de I’ATP libre avec de I’ADP libre a travers la membrane
mitochondriale interne. TSPO est ainsi impliquée dans I'ajustement de I'ouverture et de la
fermeture du mPTP. Cela pourrait conduire a I'apoptose par I'ouverture du mPTP, ou a 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 I’homéostasie. En effet, TSPO
est fortement exprimée dans les tissus synthétisant les hormones stéroidiennes (cortex
surrénal, gonades, placenta), et faiblement exprimée dans le cerveau (Bonsack and Sukumari-
Ramesh 2018). La modification de I'expression basale de TSPO pourrait étre 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 plague en PET
scan (position emission tomography) (Nutma, Ceyzériat et al. 2021).

En outre, TSPO est également impliquée dans le métabolisme du cholestérol grace a son
interaction avec ce dernier par l'intermédiaire d’'un long C-terminal extramitochondrial situé
au niveau de I'hélice transmembranaire 5 (TM5) contenant un domaine de reconnaissance du
cholestérol (CRAC). Il est important de noter que les études portant sur le réle de TSPO dans
la steroidogenese sont controversées : en effet, certaines études montrent que la TSPO permet

I'internalisation du cholestérol a I'intérieur de la mitochondrie et est donc indispensable a la
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steroidogenése, alors que d’autres études montrent que I'absence de la protéine
mitochondriale n’affecte pas la synthése de stéroides (Lacapére, 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-CI-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 réles importants dans certaines pathologies :

e 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).

e PK11195 (2-Chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-isoquinolinecarboxamide) :
peut agir comme agoniste ou antagoniste de TSPO dépendamment du contexte, réduit le
dépobt de plaques B-amyloides solubles et améliore le comportement chez des modeles
expérimentaux de la maladie d’Alzheimer, augmente la survie neuronale et inhibe I'activation
microgliale chez des modeles expérimentaux de la maladie de Huntington (Leaver, Reynolds
et al. 2012, Christensen and Pike 2018).

e 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 I'apoptose
chez un modele expérimental de la maladie de Parkinson (Gong, Szego et al. 2019).

e R05-4864 : agoniste de TSPO, a un effet analgésique et remyélinisant suite a une Iésion
du nerf sciatique chez le rongeur, promeut la survie des motoneurones de la moelle épiniere
néonatale suite a I'axotomie du nerf sciatique, promeut la survie des motoneurones faciaux
adultes apres axotomie, diminue I'accumulation de plaques AB dans I'hippocampe et améliore
le comportement chez un modéle 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
gu’antagoniste de TSPO. Ainsi, l'investigation du réle de TSPO dans certains ligands (tel que
GRT-X) nécessite le recours aux souris TSPO-KO pour bloquer I'expression de la protéine. En
effet, le nom complet de ces souris est : C57BL/6-Tspotm1GuWu (GuwiyangWurra)-knockout
mice (TSPO-KO). Pour obtenir ce modéle 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'alléle Tspo sont injectées dans des souris C57BL/6. Les souris
positives pour la présence d'alléles 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 transgene Cre. Les
souris sont génotypées par Southern blot en utilisant de I'ADN génomique isolé a 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 I'imagerie par radioligands de la TSPO en PET-scan. De plus, elle joue
plusieurs roéles importants dans la diminution de la neuroinflammation, dans la
neuroprotection, la régénération axonale, et la récupération fonctionnelle suite a des lésions.
C’est pourquoi, nous avons rédigé un article de synthese 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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Abstract

Translocator protein (TSPO, 18 kDa), formerly known as peripheral benzodiazepine receptor, is
an evolutionary well-conserved protein located on the outer mitochondrial membrane. TSPO is
involved in a variety of fundamental physiological functions and cellular processes. Its
expression levels are regulated under many pathological conditions, therefore TSPO has been
proposed as a tool for diagnostic imaging and an attractive therapeutic drug target in the nervous
system. Several synthetic TSPO ligands have thus been explored as agonists and antagonists for
mnovative treatments as neuroprotective and regenerative agents. In this review, we provide
state-of-the-art knowledge of TSPO functions in the brain and peripheral nervous system.
Particular emphasis is placed on its contribution to important physiological functions such as
mitochondrial homeostasis, energy metabolism and steroidogenesis. We also report how it is

involved in neuroinflammation, brain injury and diseases of the nervous system.

Key words: Translocator protein (TSPO), steroidogenesis, neuroinflammation, biomarker,

neuropathology, neuroprotection

Introduction

Discovered in 1977 as an alternative binding site for the benzodiazepine diazepam, the 18-kDa
translocator protein (TSPO1) belongs to a family of tryptophan-rich sensory proteins (1). TSPO1
possesses a highly conserved sequence from plants to humans. It is widely present in most
Eukarya, Archae, and Bacteria (2). Ispol gene is located on the long arm of human chromosome
22 (q13.2) and encodes a hydrophobic 18kDa TSPO1 protein carrying 169 amino-acids (3, 4).
Notably, TSPO from Rhodobacter sphaeroides (RsTSPO) shares only 34% sequence identity

with the human and rat proteins while highly conserving functional properties (5).
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TSPO is a ubiquitous mitochondrial protein located on the outer mitochondrial membrane
(OMM) as part of a multimeric (140-200 kDa) protein complex (6) (7). TSPO consists of five
hydrophobic transmembrane a helices which are long enough to stretch over the bilayer
membrane, with the carboxyl-terminus in the cytosol and a short amino-terminus in the
intermembrane space of mitochondrion. Also, TSPO interacts with the so-called mitochondrial
permeability transition pore (mPTP), formed by the 30 kDa voltage-dependent anion channel
(VDAC) located in the outer mitochondrial membrane, and the 32 kDa adenine nucleotide
translocator (ANT) in the inner mitochondrial membrane (IMM) (8). Indeed, VDAC allows the
passage of nucleotides, metabolites and ions including calcium (Ca”") between the mitochondrial
inter-membrane space and cytoplasm (9). ANT exchanges free ATP with free ADP across the
inner mitochondrial membrane (10). TSPO is involved in adjusting the opening and the closure
of the mPTP. This could lead to either apoptosis via mPTP opening, or promotion of cell
protection by mPTP blocking (11). TSPO is involved in the cholesterol metabolism because it
can interact with it via a long extramitochondrial C-terminal of the transmembrane 5 (TMS5) helix

containing a cholesterol-recognition amino acid consensus (CRAC) domain (2).

TSPO2, a paralog of TSPO1 was identified in mice, rats, and humans. It emerged from an old
duplication of TSPO1. While the expression of TSPOI is ubiquitous, TSPO2 is erythroid-
specific and is located at the endoplasmic reticulum (ER), nuclear and plasma membranes (12).
Similar to TSPO1, TSPO2 has the ability to bind cholesterol. Moreover, TSPO2 plays important
roles in cholesterol redistribution during erythrocyte maturation (6, 13).

In this review, we focus on TSPO1 and the term “TSPO” refers to it. We will focus on the role of
TSPO i the nervous system and will show its crucial role in neurogenesis, mflammation and

steroidogenesis. We will also point the role of TSPO ligands able to restitute its basic expression
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in the nervous system in order to avoid the development of neurodegenerative diseases. The
input of TSPO in diagnosis as well as the use of new ligands for PET-Scan able to monitor its

expression will be developed.

I- TSPO basal expression level is necessary to maintain homeostasis

Tissue biodistribution of TSPO is highly conserved among species from bacteria to rodents to
mammalian (14). However, the magnitude of TSPO basal expression TSPO is tissue-dependent
(Figure 1). TSPO is found predominantly expressed in tissues synthesizing steroid hormones
1.e., adrenal cortex, gonads and placenta (9) (14). In contrast, TSPO expression levels are low in
the central nervous system (CNS) (15). Noteworthy, high levels of TSPO are found in steroid
producing peripheral tissues other than reproductive organs, such as nasal epithelium, heart and
lungs (9) (16). Within the brain, the rate of TSPO expression depends on the cell type. Higher
TSPO levels are seen in glial cells, in particular microglia (17), as compared with neurons (18).
Such low TSPO basal expression levels in the brain may be important for the maintenance of
homeostasis. Indeed, increased TSPO levels are often concomitant with glial cell activation
associated with neuroinflammation. However, the stimulation of neuronal activity increases
TSPO gene and protein levels in neurons, but not in microglia or astrocytes as recently reported

by Notter et al. (19).

II- Role of TSPO in steroidogenesis

a) TSPO is involved in the steroidogenesis of the CNS

One of the most debated roles of TSPO is its involvement in steroidogenesis of the CNS.
Cholesterol is the main precursor of several steroid hormones, such as cortisol, aldosterone,

estradiol and testosterone. Steroids are mainly synthetized by the gonads and the adrenal glands
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and are well known to be involved in the development of sex secondary characteristics,
reproduction, and regulation of blood pressure (20). Steroids also interact with the CNS and
influence the activity and plasticity of glial cells and neurons during early development. They

also have protective effects in the adult CNS (21).

The involvement of TSPO in steroidogenesis has been suggested and approved for over 30 years
of research using genetic, biochemical and pharmacological approaches (22). It is important to
note that discrepancies exist concerning the involvement of TSPO in steroidogenesis.

On the one hand, the importance of TSPO in steroidogenesis via its binding to cholesterol can be
explained by the nature of each partner. The cholesterol is a highly lipophilic molecule that
cannot cross the mitochondrial membrane without TSPO (Figure 2). Therefore, cholesterol can
interact with TSPO via the “cholesterol recognition amino acid consensus (CRAC)” with a
nanomolar affinity (23). The resulting amphiphilic molecule can diffuse into the nner
mitochondrial membrane where its aliphatic tail can be cleaved by the CYP11A1 enzyme. This
steroidogenic enzyme converts cholesterol into pregnenolone, which is the precursor of several
steroids (24). Brain steroidogenic pathways and enzymes catalyze the production of
newrosteroids.  Pregnenolone, progesterone and its Sa-reduced metabolites (Sa-
dihydroprohesterone, Sa-DHT and 3a,5a-tetra-hydroprogesterone, 3a,5a-THP also called
allopregnanolone), testosterone and its-5Sa-reduced derivatives (Sa-dihydrotestosterone, Sa-DHT
and 3a,5a-tetra-hydrotestosterone, 3o, 5a-THP) and 17B-estradiol (E2) are well described as
major neuroactive steroids. It is noteworthy that these steroids/enzymes are present in the human
brain (25). Steroids present in the nervous system are either synthesized de novo from cholesterol

or from a precursor arising from steroid peripheral sources through blood circulation (Figure 2).
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It was also reported that synthetic TSPO ligands PK11195 and Ro5-4864 could promote
steroidogenesis because they bind to TSPO with the same nanomolar affinity as cholesterol (26-
28).

In vitro, it has been shown that the steroidogenic efficacy was increased in a glioma cell line as
long as these ligands interact with TSPO (28, 29).

In vivo studies further confirmed the involvement of TSPO in steroidogenesis in the CNS. In
fact, when etifoxine is injected intraperitoneally in rats at 50 mg/kg, neurosteroids synthesis was
promoted. The animals showed an increase in brain pregnenolone, progesterone, So-
dihydroprogesterone and allopregnanolone concentrations by two to four-fold, compared to
controls injected only with the vehicle (30). These results are consolidated by the Barron et al.
group in TSPO-KO mice. A significant decrease in the brain production of progesterone,
allopregnanolone, and dehydroepiandrosterone (DHEA) was observed in the TSPO-KO mice
(31). The modulation of steroid hormones in the brain is probably the consequence of its
modulation in plasma. This explanation was given by Bairon et al. and Owen et al. Barron et al.
suppressed the expression of TSPO using Cre-driven deletion techniques on C57BL/6 mice.
Global steroid production levels were decreased in the KO mice (32).

Owen et al. performed their study on global TSPO-KO Sprague-Dawley rats using the “Zinc
Finger Nuclease” technology. They also demonstrated a lethal effect due to the global deletion of
TSPO: after the transfer of fertilized oocytes, the percentage of surviving animals was low.
Moreover, the esterified cholesterol had not been efficiently metabolized, leading to increased
lipid accumulations in steroid synthesizing tissues. Moreover, in the same paper, Owen et al.
investigated the steroidogenic involvement of TSPO in response to stress. They focused on the

TSPO single-nucleotide polymorphism (SNP) 1s6971, previously described by Costa et al. (33).
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SNP is due to a missense mutation that causes the replacement of the amino acid alanine with
threonine (Alal47Thr), near the CRAC domain. This mutation was previously associated with
anxiety disorders. Decreased cortisol levels after ACTH administration were observed in
heterozygous and 147Thr homozygous patients, in comparison to healthy Alal47 homozygotes.
This suggests that the minor allele of 1s6971 SNP impairs normal ACTH-induced cortisol
production in humans and reinforce the role of TSPO in CNS steroidogenesis (7) . From our
point of view, the CNS steroidogenesis cannot take place without the involvement of TSPO that
we argue by the convincing results of Barron et al. and Owen et al. They used the same method
of analysis (HPLC/MS) to assess steroid levels methods who reflected those observed in the

determination of steroids in human tissue.

b) TSPO is not involved in serum steroid levels

The release of four manuscripts in 2014 and 2015 did not show the involvement of TSPO in
serum steroidogenesis. In fact, these research groups showed normal steroid levels in vitro and in
vivo after TSPO knockout (34-37). One of these studies showed that in mice carrying TSPO
deletion in Leydig cells, the production of both adrenal and gonadal steroid hormones was still
normal. Moreover, testosterone production, testis development, sperm count, and fertility were
not modified by TSPO deletion (37).

The other studies done in vitro did not depict deficits in the mitochondrial cholesterol transport
in the TSPO knockout MA-10 cells (35) or in steroid hormone production, depicting that
steroidogenesis is not mediated by TSPO even after exposition of TSPO knockout MA-10 cells
to PK11195 (38).

The difference observed in the involvement of TSPO in serum and CNS can be explained by the

fact that steroids in the nervous system may be synthesized locally or from the bloodstream.

41



Indeed, the majority of steroids secreted by endocrine glands, with the exception of ester
sulfates, readily cross the blood-brain barrier. It is therefore difficult to distinguish between the
functions of locally synthesized neurosteroids and those of circulating steroid compounds.
Moreover, steroidogenesis pathways are complex and compensatory mechanisms could occur.
TSPO2 expression is erythroid-specific and located in the ER, nuclear and plasma membranes
whereas TSPO1 is known to be ubiquitous. Compensatory mechanisms could occur in the tissues
where they are co-expressed; this could explain the divergence between the results observed in

the CNS and the plasma.

III- Relationship between TSPO and neuroinflammation

In the last decade, many studies have reported changes in TSPO basal expression in various
forms of brain injury and diseases, in which neuroinflammation is one of the main hallmarks. At
the cellular level, differential increases in TSPO rates between health and pathology are thought
to be a reflection of microglial and astroglial activation, and sometimes peripheral macrophage

infiltration (39) (Figure 2).

a) Modulation of TSPO expression under neuroinflammatory states

TSPO expression constitutes a biomarker of brain inflammation and reactive gliosis that can be
monitored by using TSPO ligands as neuroimaging agents. Positron Emission Tomography
(PET) imaging is currently accepted as an appropriate method to depict the modulation of TSPO
expression (40). This non-invasive technique has allowed detecting increased expression levels
of TSPO in the CNS in primarily non-inflammatory neurological disorders such as Alzheimer’s

disease (AD), Parkinson’s disease (PD), Huntington’s disease (HD), as well as diseases where
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inflammation is the primary cause such as Multiple Sclerosis (MS) and amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) (14).

The first PET tracer used to assess TSPO expression levels in neuroinflammation was the C-
labeled PKI11195 (full name 1-(2-chlorophenyl)-N-[11C]methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolinecarboxamide; [''C]-PK 11195) (41). The binding of this radiotracer was highly non-
specific due to its lipophilicity, low brain uptake, and poor metabolic profile. It gave poor signal-
to-noise ratio, making its quantification difficult (42, 43). Also, the half-life of this radiotracer is
short (20.4 min), which is limiting for clinical trials.

Yasuno et al. demonstrated that [''CJDAA1106 binding to TSPO was significantly increased in
brains of subjects with mild cognitive impairment (MCI) in comparison with healthy controls,
thus indicating that microglial activation may occur before the onset of AD (44). However, this
needs further confirmation. ["*FJDAA1106 is another TSPO radioligand derived from the
phenoxyarylacetamide class. Autoradiography studies performed on postmortem AD brains
using [*'C]JDAA1106 showed a significantly higher binding in the hippocampus, the temporal
and parietal cortices, the basal ganglia and the thalamus, thus demonstrating that [''C]JDAA1106
is an appropriate marker of activated microglia with upregulated TSPO in AD (45).
[*FJFEDAA1106  (full name  (N-(5-fluoro-2-phenoxyphenyl)-N-(2-(2-fluoroethoxy)-5-
methoxybenzyl) acetamide)), also derived from the phenoxyarylacetamide class, has been
recently studied as a potential tool to visualize TSPO in vivo. The radioligand showed a good
binding affinity to TSPO (0.078 nmol/L) and high lipophilicity (logD = 3.81) (46). However,
["*FJFEDAA1106 cannot be used to monitor microglial activation in AD and MS. Its brain
distribution volumes (¥7) and the binding potential (BP) are not significantly different between

AD and healthy and between patients with multiple sclerosis (MS) and healthy individuals (47).
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Vinpocetine is a vinca alkaloid compound conceived as a PET tracer labeled with ''C ([*'C]
vinpocetine) with a high affinity to TSPO (16). No significant changes in radioactivity were seen
between AD and healthy control brains (48), or between the binding potential of [''C]
vinpocetine and [**C]-PK 11195 (49).

The new developed TSPO radioligands also may have limitations due to the variability of TSPO
binding potential (BP), resulting from a single nucleotide polymorphism (»s6971) in the Tspo
gene (50), thus affecting the binding affinity of TSPO to its ligands. The development of third-
generation PET-tracers, not affected by this substitution, might overcome this problem.

Of great interest is the use of TSPO PET scan in clinical trials. The radiotracer [''C]PBR28 is
currently used to measure post-stroke brain inflammation in patients aged 18-85 years and
undergoing a recent moderate ischemic stroke (within the last 10 days) (ClinicalTrials.gov:
NCT03662750). It is also tested to study changes in the brain after a traumatic brain injury (TBI)
as compared to healthy controls, and the study is currently in phase 2 (ClinicalTrials.gov:
NCT01547780). While the work cited above deals with global neuroinfammation, microglial
activation is precisely assessed by using ['°FJPBR111 in patients with MS as compared to
healthy controls (ClinicalTrials.gov: NCT01428505). PET-scanning is not only informative in
acute brain injury, but also in neurodegenerative diseases.

TSPO PET imaging is also a reliable biomarker in animal models of neurodegenerative diseases.
Indeed, the up regulation of TSPO levels is confirmed in two mouse models of AD. In
APP/PS1dE9 transgenic mice, the microglia/macrophage marker Ibal colocalizes with high
TSPO levels in all brain regions studied, i.e. cortex, hippocampus, cerebellum striatum, except
the thalamus (51). In 5SXFAD mice, which carry five familial AD mutations, TSPO was highly

expressed in AP plaques associated microglia, a typical feature of AD (9). Therefore, TSPO

10

44



expression in the brain is linked to activated state of microglia and infiltrating macrophages (39).
In support of this statement, two in vitro studies demonstrated that the absence of TSPO
accelerates the evolution of neuroinflammation. The first study demonstrates that BV2 microglia
murine cells transfected with TSPO-targeting siRNA have increased levels of pro-inflammatory
mediators such as interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor oo (TNF-a). In addition, the
authors show that TSPO-knockdown reduced the anti-inflammatory effects of PK1195 and Ro5-
4864 (52). The second study reports that the knockdown of TSPO in RAW264.7 macrophage
murine cells results in an increase of the hemin-induced release of pro-inflammatory cytokines
(53). Since chronic inflammation could lead to the development of neurodegenerative diseases
(54), we postulate that the absence of TSPO could be an important risk factor in the progression
of such pathologies. However, it is important to note that discrepancies in the role of TSPO in
newroinflammation exist between species, particularly between humans and rodents, despite the
sequence similarity. Owen et al. showed that TSPO expression levels were not increased in
human adult microglia (HAM) neither after a classic pro-inflammatory stimulus (IFNy/LPS), nor
after a stimulus of reparative activation (IL4/IL13). Surprisingly, TSPO levels were decreased
after the pro-inflammatory activation of human monocyte-derived macrophages (MDM). In
contrast, the pro-inflammatory stimuli caused increases in TSPO levels in rodent MDM and

primary monocytes (55).

b) Dampening of neuroinflammation by TSPO ligands

Two TSPO ligands, 2-CI-MGV-1 ( (2-(2-chlorophenyl) quinazolin-4-yl dimethylcarbamate)) and
MGV-1 (2-phenylquinazolin-4-yl dimethylcarbamate), have been shown to contribute to the

attenuation of neuroinflammation in lipopolysaccharide (LPS)-treated microglia BV-2 cells, by
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decreasing their IL-1p, IL-6, tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interferon gamma (IFNy)
(56). In the same cellular model of activated LPS-treated microglia BV-2 cells, two other TSPO
ligands, 2-U-M6V-1 (2-(2-chlorophenyl) quinazolin-4-yl dimethylcarbamate) and M6V-1 (2-
phenylquinazolin-4-yl dimethylcartbamate) also display anti-inflammatory effects. The
underlying mechanisms involve the decreased production of interleukin-1f (IL-1B), IL-6, (TNEF-

o), and (IFN-y), as well as an inhibition of NF-kB p65 activation (56).

Moreover, TSPO ligand etifoxine (Stresam®) enhanced the neurite outgrowth in PC12 cells and
after nerve injury (57). Etifoxine also promoted neuroprotection in a mouse model of
intracerebral hemorrhage by reducing leukocyte infiltration into the brain and microglial
production of IL-6 and TNF-a, thus attenuating cell death (58). PK11195, another high affinity
TSPO ligand, promotes neuroprotection by dampening neuroinflammation in male SPF C57/BL6
mice treated with LPS injections (59). PK11195 was found to enhance neuronal survival by
inhibiting microglial activation in exocitotoxic injured rats after quinolinic acid injection into the
striatum (60). Taken together, these results depict the important outcomes of TSPO ligands for

preventing neuroinflammation.

IV- TSPO and Reactive Oxygen Species

Reactive oxygen species (ROS) are free radicals derived from molecular oxygen (61). When
overproduced, they lead to oxidative stress which can damage DNA, proteins, and lipids. This
could result in the induction of several neurodegenerative diseases. Given the fact that
mitochondria are the main source of ROS production (62), that ROS overproduction is
deleterious for cells and that TSPO is located on the OMM, understanding how TSPO affects

ROS levels needs to be addressed. It is known that cholesterol entry into the mitochondria
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through TSPO regulates the activity of the ATP synthase which is responsible for ROS
production (Figure 3). This results in the oxidation of cardiolipin, along with mPTP opening
followed by ATP and Ca2+ release and mitochondrial membrane depolarization. Cytochrome ¢
is then free to go into the cytosol due to the opening of the Bax/Bak channel after depolarization,

and thus initiating apoptosis (63).

Moreover, it is well established that mitophagy takes place in damaged mitochondria. Mitophagy
consists of selectively delivering damaged mitochondria for lysosomal degradation through the
phosphatase and tensin homolog (PTEN)-induced putative protein kinase 1 (PINK1) and PARK?2
pathway (PINKI-PARK?2 pathway) (64). PINKI selectively accumulates on the outer
depolarized mitochondrial membrane and recruits the cytosolic E3 ubiquitin ligase (PARK?2)
(65). PARK?2 then ubiquitinates the proteins located on the outer mitochondrial membrane and
activates sequestosome 1 (SQSTM1), which leads to autophagy (66). It has been suggested that
VDAC I-interacts with PARK?2 and plays a role in its recruitment and function through the
mitophagy process. When the ratio of TSPO/VDACI expression increases, ROS production
increases, thus decreasing the efficiency of the ubiquitin-dependent mitophagy (67). In mouse
embryonic fibroblasts, the increase in TSPO expression positively correlates with ROS
production which modulates the levels of the autophagy marker LC3B-II, and alters the
ubiquitination of proteins involved in mitophagy (67). Therefore, one can conclude that
modulation of mitophagy by TSPO is independent from cholesterol binding, and mainly relies on

the interactions with the VDACI.

In the CNS, the main molecular compound controlling ROS is the NADPH oxidase (NOX2). It
has been suggested by Guilarte et al. that interactions between TSPO and NOX2 (NOX2), which

produces ROS, may activate the transcription factor Nif2 (68). This transcription factor is
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implicated in redox homeostasis and antioxidant responses. Such interactions may work together
in controlling ROS release in microglia, especially under chronic neuroinflammatory conditions
(68).

The link between TSPO and ROS is well-documented in vitro. TSPO knockdown significantly
increases ROS production in BV-2 microglia (69). TSPO ligands etifoxine and XBD173
suppress ROS production and increase antioxidant capacity in RF/6A chorioretinal cells treated
with oxidized low-density lipoprotein oxLDL—-an inducer, of ROS production (70, 71). In
addition, PK11195 decreases basal ROS generation in Balb/c mice primary peritoneal
macrophages (72). Ro5-4864 reduces ROS production in glucose-deprived astrocytes, compared
to controls (73). Taken together, the previous findings highlight the cellular protective role of
TSPO ligands against ROS damages in the CNS, and focus on the regulatory role of TSPO in the

modulation of ROS expression levels.

V. TSPO, neuroprotection and neuroregeneration

a) Effects of TSPO ligands on neuron survival

TSPO ligand Ro5-4864 (full name (7-chloro-5—4-chlorophenyl)-1,3- dihydro-1-methyl-2-H-1,4-
benzodiaze-pine-2) promotes neuroprotection, as shown by its dampening outcome on pain in
rats with traumatic brain injuries, and its enhancing effect on newrons survival (74). Similar
results were observed by Ma et al. after sciatic nerve lesions in Sprague-Dawley rats (75). In
addition, Ro5-4864 protected cultured neonatal DRG from cell death, but not adult neurons (76).
TSPO ligand etifoxine (Stresam®) enhanced the neurite outgrowth in PC12 cells (57). Also, the
administration of Ro5-4864 in vivo enhanced spinal neonatal motoneurons survival after sciatic

nerve axotomy (76).
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Recently, GRT-X (N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-1-(2-methoxyethyl)-4-methyl-2-0x0-(7-
trifluoromethyl)-1H-quinoline-3-caboxylic acid amide), a novel drug which can activate both the
voltage-gated potassium channels of the Kv7 family and TSPO, has been shown to enhance
survival and accelerate regrowth of sensory and motor neurons after severe crush lesion of
cervical spinal nerves in rats (a rat model of chronic neuropathic pain) (77). Further studies are

needed to assess the GRT-X efficiency in human neuronal survival.

b) Neuroprotective effects of TSPO ligands after nerve injury

TSPO ligands exhibit a wide range of neuroprotective activities. PK11195 enhances neuronal
survival by inhibiting microglial activation in exocitotoxic injured rats after quinolinic acid
injection into the striatum (60). Another TSPO ligand, the SSR180575 (full name,
indoleacetamide-derived 7-chloro-N,N,5- trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-
pyridazino[4,5-b] indole-1-acetamide, SSR180575), promotes functional recovery in young rats
following facial nerve injury (78). Following traumatic cortical brain damage in rats, etifoxine is
neuroprotective through several mechanisms including reduction of apoptosis, enhancement of
neuronal survival, restoration of mitochondrial oxidative phosphorylation and is associated with
improved cognitive outcomes (79, 80). In the model of chronic neuropathic pain involving
cervical spinal nerve lesion, GRT-X accelerates the rate of recovery of normal function in

sensory and motor neurons, indicative of its efficient role in promoting neuroregeneration (77).

c) Neuroprotective effects of TSPO ligands in neurodegenerative diseases

With regards to AD, Ro5-4864 reverses PB-amyloid accumulation, gliosis, and behavioral
impairment, in the triple transgenic (3xTgAD) mouse model of AD (81). Similarly, PK11195
attenuates B-amyloid pathology and impaired behaviors in aged 3xTg-AD female mice (82) as

well as in SPF C57/BL6 male mice injected with LPS (59). Two new TSPO ligands, named 2a
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and 2b, also exert beneficial effects in a cellular model of AD- related tauopathy presenting
mitochondrial impairments, by increasing ATP synthesis mitochondrial membrane potential, as
well as pregnenolone synthesis (83). Based on these data, TSPO ligands behave as potential anti-
alzheimer agents targeting several cellular mechanisms.

On the other hand, the TSPO ligand EMAPUNIL® (XBD173) displays beneficial effects on the
well-known MPTP-induced mouse model of PD by preserving striatal dopamine depletion and
preventing motor deficits (84). Treatment with XBD173 also improves clinical and
neuropathological features (oligodendroglial regeneration and decreased peripheral immune cell
infiltration of the spinal cord) in the mouse model of MS, known as experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), inducing an inflammatory demyelination (85). Table 1 summarizes
the activities of TSPO ligands and their beneficial effects on neuroinflammation and CNS

pathologies.

Conclusion

As evidenced in this review, TSPO plays a key role in the nervous system. It maintains
homeostasis and regulates intramitochondrial cholesterol transfer and its cleavage into
pregnenolone, the first and major pathway for neurosteroids production. Proofs of TSPO
involvement in brain steroidogenesis are partly related to the TSPO ligand-induced stimulation
of endogenous steroid levels in the rodent brain, under physiological or pathological conditions.
Several TSPO targeted molecules, tested in preclinical studies, have proved their efficacy as
newroprotective, anti-inflammatory and regenerating agents, and in counteracting damages
caused by ROS in the nervous system. In the meantime, TSPO has become an important target in
the follow-up of several neurodegenerative diseases such as AD, HD, and PD using PET TSPO
radioligand imaging. To conclude, ongoing advanced clinical trials with three TSPO ligands
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(etifoxine, XBD173, PK11195) will definitely give their potential therapeutic efficiencies in

CNS and PNS diseases.
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Figure 1. Basal TSPO expression levels in tissues and cells.
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of TSPO in steroidogenic tissues. TSPO levels are higher in peripheral tissues, such as adrenal

cortex, gonads and placenta, compared to the brain. The red square represents the adrenal cortex.
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Figure 2. Role of TSPO in steroidogenesis.
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Cholesterol binding to the C-terminal of TSPO allows its transfer from the OMM to the IMM
where CYP11A1 cleaves its aliphatic tail, resulting in the biosynthesis of pregnenolone.
Pregnenolone is the precursor of all steroids, such as progesterone and its Sa-reduced
derivatives, testosterone and its Sa-reduced metabolites, and 17B-estradiol, which are major
neuroactive steroids

Abbreviations: CYP11Al: cytochrome P450scc (scc: side chain cleavage); 3B-HSD: 3 beta-
hydroxysteroid dehydrogenase AS5-A4 isomerase; CYP17: cytochrome P450C17 (170-
hydroxylase/17,20 lyase); 17B-HSD: 17B-hydroxysteroid dehydrogenase; CYP19: cytochrome
P450 aromatase. The dashed arrow indicates that the synthesis of dehydroepiandrosterone

(DHEA) is elusive in rodents’ nervous system whereas it occurs in human brains.
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Figure 3. Crosstalk between TSPO and ROS.
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Cholesterol enters into the mitochondria through TSPO. This process enables
neurosteroidogenesis on the one hand, and the production of ROS on the other hand. Also, the
production of ATP by the ATP Synthase produces ROS. Cardiolipin is oxydated by ROS which
permits the opening of the mPTP. ATP and calcium can be released, leading to the
depolarization of the mitochondrial membrane. The depolarization of the membrane opens the
Bax/Bak channel and cytochrome c can be released into the cytosol, initiating apoptosis.
Moreover, the increase in the expression of TSPO increases the production of ROS which
inhibits mitophagy by blocking the ubiquitination of VDAC by the PINK1/PERK?2 pathway and

the SQSTMI recruitment.
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Table 1. Effects of TSPO ligands in neurodegenerative diseases and nerve injuries.

TSPO Ligand Pathology involved Role Reference
Etifoxine - Experimental autoimmune | - Delayed clinical symptoms, modulated | (57, 58, 85)
(STRES AM®) encephalomyelitis (mice) inflammatory responses, and beneficial
- Lesion of the sciatic nerve | effects after neural injury
(freeze injury in rats) - Axonal regeneration and speed up of
- Intracerebral hemorrhage | functional recovery
(mice) - Reduction of leukocyte infiltration into
the brain and decrease of microglial
production of IL-6 and TNF-a
SSR180575 Facial nerve injury (rats) Promotion of functional recovery (78)
2-U-M6V-1 Inflammation due to | Decrease of neuroinflaimmation and | (56)
and M6V-1 microglia activation by | reduction of the production of interleukin-
lipopolysaccharide (LPS) 1B (IL-1PB), IL-6, cytokines tumor necrosis
factor-o. (TNF-0), and interferon gamma
(IFN-y)
Ro5-4864 - Peripheral nerve injury | - Neuroprotection and pain alleviation (75, 81, 86)
(Rodents) - Protection of neonatal spinal cord motor
neurons from death after sciatic nerve
axotomy
- Neuroprotective effect on adult facial
motor neurons after axotomy
- Alzheimer’s  disease | - Decrease of AP plaques accumulation in
(mice) the hippocampus, decrease of gliosis,
behavior improvement
PK11195 - Alzheimer’s Disease (AD) | - Improvement in behavior and small | (82) (87)
(female 3xTg-AD mice) reduction in soluble and deposited
- Exocitotoxic injury | markers of B amyloid plaques
(injection of quinolinic acid | -Increase of neuronal survival and
into the rat striatum) inhibition of microglial activation
XBD-173 Parkinson’s Disease (female | Amelioration of  degeneration  of | (84)
(EM APUNIL®) mice) dopaminergic neurons, preservation of
striatal dopamine metabolism, prevention
of motor dysfunctions, and decrease of
cellular stress and apoptosis
25
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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
deuxiéme cible du GRT-X. Les Kv7.2/3 sont localisés au niveau du segment initial de I’axone, la
ou les potentiels d’action sont nés (Figure 7).

Canaux potassiques

voltage-dépendants
Kv7.2/3

Gaine de myéline

Segment initial de 4
I'axone

Noeud de Ranvier

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-tétrameres composés des sous-unités des canaux
Kv7.2 et Kv7.3. Chaque sous-unité est une protéine a 6 domaines transmembranaires avec des
domaines N- et C-terminaux localisés intracellulairement, avec une extrémité C-terminale
particulierement longue (Hefting, D'Este et al. 2020). lls sont codés par les génes KCNQ,
permettent la sortie du potassium vers l'extérieur des cellules, et jouent des roles
physiologiques importants dans plusieurs types cellulaires (neurones, cellules cardiaques, et
cellules béta du pancréas) (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). En effet, il existe cing
membres appartenant a la famille des Kv7 : Kv7.1 a Kv7.5, dont quatre exprimés dans le
systéme nerveux (Kv7.2-Kv7.5), ou ils constituent les sous-unités des canaux potassiques a 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 systemes auditif et vestibulaire, mais contribuent aussi a 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 possedent un seuil bas d’activation (60 mV). Cela génére 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 a la repolarisation des potentiels
d’actions individuels, mais peuvent exercer un effet inhibiteur sur I'excitabilité neuronale
continue (Brown 1990). Des mutations des genes KCNQ2 et KCNQ3 ont été associées a des
formes néonatales héréditaires d'épilepsie (Wang, Lin et al. 2017). La modulation de
I’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
I'excitabilité neuronale telle que la DNC (Greene and Hoshi 2017). L'alkyl-carbamate rétigabine
a été le premier modulateur allostérique positif permettant I'ouverture des canaux Kv7
développé pour le traitement de I'épilepsie (Gunthorpe, Large et al. 2012). Cependant, la
rétigabine a été retirée du marché en 2017 puisqu’il a été a 'origine de changements de
pigmentation au niveau de la peau et de la rétine. De plus, cette molécule possede une
composante GABAmimétique qui pourrait causer une hyperexcitabilité de sevrage aprés I'arrét
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 a l'origine d’une hyperpolarisation du potentiel membranaire dans des cellules humaines
de neuroblastome, de la suppression réversible de I’activité épileptique dans un modele ex
vivo de coupes d’hippocampe, et d’une activité anticonvulsivante dans un modele in vivo de
souris épileptiques (Wickenden, Krajewski et al. 2008). De plus, le composé ICA-27273, ainsi
gu’un autre activateur des Kv7.2/3 (la fulpirtine), inhibent la CNP dans des modéles animaux
de douleur ainsi que chez les humains, et sont neuroprotecteurs dans des modeéles
précliniques de patients (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). Les Kv7.2/3 peuvent étre
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, particulierement les Kv7.2/3, sont une cible intéressante pour le
développement de traitement pour I'épilepsie, mais aussi d’autres pathologies telles que la

DNC.
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2. Etudes récentes sur les roles du GRT-X

2.1 Effet antiépileptique du GRT-X

L'épilepsie est I'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 ages,
et est répandue dans le monde entier (Beghi 2020). Il devient de plus en plus urgent de trouver
un traitement efficace puisqu’il s’avere 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 I'épilepsie. Dans une étude conduite par Bloms-Funke et al, I'effet
antiépileptique du GRT-X a été comparé a celui de la rétigabine dans six modeles
expérimentaux d’épilepsie :

e Testde I'électrochoc maximal chez le rat (maximal electroshock seizure, MES)

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

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

e Testde seuil d'épilepsie PTZ par voie intraveineuse (i.v.) chronométrée chez le rat

e Crises audiogenes chez les souris DBA/2

e Crises d'épilepsie 6-Hz chez la souris
Pour chaque modele expérimental, la rétigabine et le GRT-X ont été testés a différentes doses
et administrés 30 minutes avant I'induction des crises épileptiques. Les effets de ces molécules
ont été comparés a 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 modeles 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 Ila
neurostéroidogenése et donc la synthése d’allopregnanolone. Il a déja été démontré que
I'allopregnanolone exerce un effet antiépileptique en agissant via le site de liaison des
neurostéroides 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 posséde les mémes effets indésirables que ceux induits par des
traitements antiépileptiques approuvés en clinique, causant une sédation et une ataxie a
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
gue 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 I'épilepsie (Loscher
and Klein 2021). Le double MoA du GRT-X pourrait en effet promouvoir I'effet antiépileptique

de cette molécule.

2.2 Effet neuroprotecteur du GRT-X

Comme mentionné précédemment, le GRT-X se lie a la fois aux Kv7.2/3 et a TSPO. Cela en fait
de lui une molécule intéressante pour le traitement de maladies causées par une
hyperexcitabilité neuronale (telle que I'épilepsie), mais aussi pour le traitement de la DNC,
I'atténuation de la progression de la neuropathie, et aider a la récupération fonctionnelle. Pour
cela, I'’équipe de Bloms-Funke et al a conduit une deuxiéme étude permettant d’évaluer les
roles neuroprotecteur et neurorégénérateur potentiels du GRT-X. Pour se faire, trois modeles
expérimentaux ont été utilisés :

e Rats Sprague Dawley : neuropathie diabétique induite par injection de streptozotocine
(STZ)

e Rats Sprague Dawley : modeéle de lésion par écrasement sévere des nerfs rachidiens
cervicaux (C5-C7, 5 mm distal des DRG)

e Rats Sprague Dawley : étude de la préférence de place conditionnée
L'effet du GRT-X a été comparé a celui d’autres traitements dans ces différents modeles
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
neurostéroidogeneése), et XE991.
Les résultats montrent que le GRT-X inhibe I’hyperalgésie chez les rats diabétiques et est plus
efficace que la rétigabine et I'olesoxime. Il est important de noter que linhibition de
I’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 |'effet observé est di au double mode
d’action du GRT-X (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022).

De plus, le nombre d’axones en régénération a augmenté grace au traitement GRT-X suite a
une lésion sévere par écrasement au niveau des nerfs cervicaux. Le GRT-X a également permis
une récupération de sensibilité thermique et mécanique a partir de 4 semaines post-lésion.
Cependant, I’étifoxine et le composé ICA-27243 ont engendré une récupération fonctionnelle
a partir de la huitieme 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 méme a 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 rbéles neuroprotecteurs et neurorégénérateurs et aurait moins
d’effets secondaires indésirables que les molécules actuellement approuvées cliniqguement.
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 I’hyperexcitabilité neuronale dans trois modeles expérimentaux d’épilepsie, et s’est
avéré plus efficace que la rétigabine. De plus, le GRT-X a non seulement réduit I'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 a une lésion sévere des
nerfs cervicaux. Les études sur la préférence de place conditionnée n'ont montré aucun
potentiel gratifiant, renforcant l'idée que c’est une molécule sans effets secondaires
d’addiction.

En conclusion, le GRT-X peut constituer une thérapie non opioide efficace qui pourrait non
seulement contréler les symptomes de la douleur, mais aussi prévenir et inverser la DNC,
réguler I’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 I'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 a la fois TSPO
et les Kv7.2/3 a été développée par la compagnie pharmaceutique Griinenthal. Le but de cette
thése est d’étudier le réle 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 a E13.5
provenant soit de souris C57BL6/J, soit de souris TSPO-KO.

Premiérement 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 a E13.5.

Deuxiemement, le réle du GRT-X sur la poussée axonale a été testé sur des DRG
embryonnaires provenant de souris C57BL/6. Cet effet a été comparé a 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-gPCR) ont été réalisées.

Troisiemement, 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) a différentes doses (1 ou 2 traitements) et ont été arrétées a différents temps (Day in
vitro (DIV) 4 ou DIV8) et des analyses microscopiques ont été réalisées.

Quatriemement, I'importance du double mode d’action du GRT-X a été étudiée. Comme
il n’existe pas d’outil pharmacologique permettant de bloquer I'expression de TSPO, les mémes

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-

gPCR) ont été réalisées.

Geénes impliqués dans
la différenciation

Schwanienne
Dhh, Krox20, CNPase

Génes cibles

Tspo, Kv7.2, Kv7.3

GRT-X
(double
mode
d’action)

Genes impliqués dans
la structure neuronale

Tfap2a, Stmn2, Périphérine,
Nfh

Génes impliqués dans
la myélinisation
Mpz, Mbp, Plp

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 I’expression les génes cibles (Tspo, Kv7.2/), et sur les génes impliqués dans la différenciation
Schwannienne (Dhh, Krox20, CNPase), la myélinisation (Mpz, Mbp, Plp), et la structure neuronale (Tfap2a,
Stmn2, Périphérine, Nfh)
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Matériels et Méthodes

l. 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 Griinenthal 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 I'éthanol (EtOH) a une concentration finale de 10 uM, a
I'exception de |'étifoxine qui a été utilisée a une concentration finale de 20 uM selon la

littérature (Girard, Liu et al. 2008).

Il.  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 a 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 foetal (Gibco référence
10500-064) ; 1% de pénicilline/streptomycine (Gibco référence 15140-122). Le lendemain, le
milieu de culture a été remplacé par I'Opti-MEM (Gibco référence 31985070) enrichi avec le
NGF (Sigma référence N6009-25UG) contenant des doses croissantes de GRT-X (5 uM, 10 uM,

15 uM, et 20 uM) dissous dans des concentrations équivalentes d’EtOH (repectivement
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0.025% pour 5 uM de GRT-X, 0.05% pour 10 uM de GRT-X, 0.1% pour 15 uM de GRT-X, et 0.15%
pour 20 uM de GRT-X). Pour chaque concentration, des triplicatas internes ont été inclus dans
I’expérience. Soixante-douze heures plus tard, les cellules ont été incubées a 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 (DMSQ) afin de solubiliser les
cristaux de formazan. L'absorbance a été lue a 590 nm et le pourcentage de viabilité des

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

[, 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 a E13.5.

Les souris TSPO-KO dont le nom complet est ‘C57BL/6-Tspotm1GuWu (GuwiyangWurra)-
knockout mice’ ont été obtenues par I'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'alléle Tspo dans des souris C57BL/6. Les souris positives pour la présence
d'alleles Tspo ciblés ont ensuite été croisées avec des souris C57BL/6 Cre-deleted pour générer
des souris hétérozygotes globalement déficientes en Tspo. Ces dernieres ont été accouplées
avec des souris C57BL/6 sauvage pour supprimer le transgéne Cre. Les souris ont été
génotypées par Southern blot en utilisant de I'ADN génomique isolé a partir de biopsies de la
gueue et amplifié par PCR (Banati, Middleton et al. 2014).

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

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

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

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

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

devaient étre 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) a une concentration de 0.05mg/mL dans

0.15M d’un tampon de borate de sodium pendant 30 minutes. Aprées 3 lavages (5 minutes
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chacun) au PBS 1X, les lamelles et les boites ont été incubées 30 minutes avec du collagéne
(R&D systems référence 3440-100-01) dilué (1:7) dans de I'eau acétique, en présence de 35%
d'ammoniaque. Aprés élimination du collagene, la fine couche obtenue permet I'adhésion des
DRG aux lamelles et aux boites de culture. Les lamelles ont été placées dans des boites de

culture a 4 puits.

V. Extraction des DRG a E13.5:

Les souris gestantes (C57BL/6 et TSPO-KO) ont été sacrifiées a E13.5 par dislocation cervicale
aprés avoir été anesthésiées a 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 épiniéres 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 c6té puis décapité par des
ciseaux a 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 viscéres. Le
tissu dorsal a été placé sur le dos de facon a ce que la face ventrale soit orientée vers le haut.
A 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 premiére paire de pince fine. La deuxiéme paire de pince a été utilisée
pour réaliser une coupe longitudinale tout au long de la moelle pour I'exposer et I'extraire.

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

1. Cultures d’explants de DRG

Suite a I'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 10% 26050088 Gibco
chaleur

Antibiotique/ Antimycotique 1X 15240062 Gibco
(100X)

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 uM, XBD173 10 uM,
Etifoxine 20 uM, XE991 10 uM, ICA2743 10 uM, 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 deuxiéme fois a DIV4 (remplacement du milieu par
un nouveau milieu neurobasal contenant les différents traitements). Les cultures ont été
arrétées (arrét des cultures a DIV4 pour les groupes A et D, et a DIV8 pour les groupes B et C)
puis fixées pour les études d'immunocytochimie.

Pour chaque expérience, n=3 a 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

Milieu de base 21103049 Gibco
1X 35050061 Gibco
| 255NGF | 50ng/ml 1156 NG R&D

1X 17504044 Gibco

Antibiotique/ Antimycotique 1X 15240062 Gibco
(100X)
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Tableau 4. Répartition des groupes de cultures d'explants de DRG

Espéce de souris Nombre de Jour de W
traitements I’administration

BV s
B o

e

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 a 37°C pendant 30 minutes. La trypsinisation a été arrétée par du milieu
L-15 contenant 10% de sérum de cheval (Gibco, 26050088) et le mélange a ensuite été
centrifugé a 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 a I'aide d'une pipette Pasteur stérilisée jusqu'a I'obtention d'une
suspension cellulaire homogéne. Pour chaque groupe (NT, GRT-X, XBD173, XEQ91, ICA27243,
EtOH), 40 DRG dissociés ont été placés sur des boites de culture de 35 mm préalablement
recouvertes de poly-L-lysine et de collageéne. 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 uM, XBD173 10 uM, Etifoxine
20 uM, XE991 10 uM, ICA2743 10 uM, EtOH 0,1%), et les cellules ont été maintenues en culture

jusqu’a DIVA4. Les expériences ont été répétées 3 fois.
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Figure 10. Extraction des DRG embryonnaires a E13.5. (A) Culture d’explants de DRG, et (B) Culture
dissociée de DRG

VI.  Marquage immunocytochimique

Apreés avoir éliminé le milieu de culture, les explants de DRG ont d’abord été fixés a 4% de
paraformaldéhyde (PFA) pendant 30 minutes a température ambiante. Apres 3 lavages au PBS
1X, les DRG ont été incubés dans un tampon de récupération d'antigéne (citrate de sodium 10
mM, Tween20 0,05%, pH 6,0) préchauffé a 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 a 0,1 M,
perméabilisés (0,25% de Triton X100, 0,1% de Tween 20 dans du PBS 1X), 20 minutes a
température ambiante, puis bloqués (2 % de BSA, 0,1 % de Tween 20, 10% de sérum d'ane
normal) pendant 1 heure a température ambiante. Les DRG ont été incubés en présence de
I’anticorps primaire (Tableau 5) toute la nuit a 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 I'anticorps secondaire correspondant (Tableau 5) pendant 1 heure a 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 a I'aide d'un milieu de montage

(Inova Diagnostics Inc 426950) et conservés a 4°C jusqu'a I'imagerie confocale.

Tableau 5. Liste des anticorps primaires et secondaires

Anticorps | Concentration | Référence | Anticorps | Concentration | Fluorophore | Référence
primaire secondaire

1/600 Millipore anti- 1/1000 Alexald88 Jackson
AB1989 lapin 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 a |'aide du microscope confocal Leica
SP8. Les images ont été acquises sous forme de z-stacks a un grossissement de 10X, puis
analysées a l'aide du logiciel Imagel. Pour chaque condition expérimentale, 3 a 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'Imagel aprées seuillage des images. Le plugin trace
automatiquement des cercles circonscrits autour du soma du DRG, avec une distance de 25
pum séparant les cercles. Ensuite, il indique le nombre d’intersections des neurites et des
cercles tracés aux différentes distances de I'explant (Torres-Espin, 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 a I'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 trapézoidale dont la formule est la suivante :

AUC = % [(yl+y2) /2*(x2-x1)], x étant un point sur l'axe des abscisses et représentant la
distance, et y étant un point sur I’axe des ordonnées représentant le nombre d’intersections.

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

VIII. PCR gquantitative en temps réel (Real Time PCR ; RT-qPCR) :
1. Extraction de '’ARNm

Pour les cultures dissociées de DRG, I’ARN total des cellules a été isolé par TRIzol™/chloroforme
(Invitrogen référence 15596026) suivant le protocole produit par le fournisseur. Pour
augmenter le rendement I'ARN a été précipité pendant une nuit en présence de glycogene a -
20°C. Le lendemain, des culots d'ARN ont été obtenus apres centrifugation puis lavés trois fois
a I'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 ul d'eau sans ARNase contenant

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

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

7 7

L'ADN complémentaire a été généré a I'aide du kit M-MLV RT (Promega, Charbonnieres-les-
Bains, France). Une qPCR a été réalisée avec I'appareil CFX96™ Real Time System de Biorad en
utilisant le mélange Maxima SYBR Green Rox gPCR (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 génes a été déterminée par la méthode 222t et normalisée par rapport a
I’expression de GAPDH et les niveaux d'expression de I'ARNm des groupes traités de DRG ont

été comparés a 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 deuxieme 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
concgues a l'aide du logiciel Oligo Explorer. Les variantes d'épissage et les séquences codantes
des génes ont été trouvées a I'aide de la base de données du National Center for Biotechnology
(NCBI). Pour chaque gene, la séquence commune entre les différents variants a été identifiée
a l'aide de I'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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m Tableau 6. Séquences des amorces de RT-gPCR
GCCTCCGGTGGTATGCTAG

Tspo Reverse GCGTCCTCTGTGAAACCTC
Kv7.2 Forward CGTGACTATCGTGGTATTCG

Kv7.2 Reverse GCTTCCTGGCAAACTTGAG
Kv7.3 Forward CCCAGTCAAGAGGAACAACG

Kv7.3 Reverse ACGGCCAGAATCAAGCATC
Mpz Forward ATCTCTTTTACCTGGCGCTACC

Mpz Reverse ACTGGATGCGCTCTTTGAAG
Mbp Forward ACTCACACACGAGAACTACCC

Mbp Reverse GGTGTTCGAGGTGTCACAATG
Dhh Forward ATCCACGTATCGGTCAAAGC

Dhh Reverse AGTCACCACGATGTAGTTCCC
Plp Forward AGCAAAGTCAGCCGCAAAAC

Plp Reverse CCAGGGAAGCAAAGGGGG
Krox20 Forward TGCACCTAGAAACCAGACCTTC

Krox20 Reverse TGCCCGCACTCACAATATTG
CNPase Forward ACTCCTTACCTCACGCCATC

CNPase Reverse AGCATTGCTGTTGGACTTGG
Cad19 Forward TGACATAGGGGAGAATGCAGAG

Cad19 Reverse AAGCTCTTCATCCACATGGC
Tfap2a Forward ACTCCTTACCTCACGCCATC

Tfap2a Reverse AGCATTGCTGTTGGACTTGG
Stmn2 Forward AGGACGAGGGTAAAGAAGAG

Stmn2 Reverse TTGCCACACAGAGAGAAAG
Périphérine Forward GGTGCTCTTCCGTAAGGAC

Périphérine Reverse GCACCTGCTGGCTCTCTAC
Nfh Forward AAGCACCCCACAGACATCAG

Nfh Reverse CCTTGGGAGCTTCGTCTTTC
GAPDH Forward ATCCCATCACCATCTTCCAG

GAPDH Reverse CCATCACGCCACAGTTTCC

4, Test d’efficacité des amorces

Des dilutions en série d'ADNc (ADN complémentaire) suivies de gPCR ont été utilisées pour
calculer I'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 a l'aide de

I'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 R?
(coefficient de détermination) supérieure ou égale a 0,98 ont été choisies pour I'étude.

Les autres amorces utilisées dans cette étude (Mpz, Mbp, Dhh, PLP, Krox20, CNPase, Cad19, et
Tfap2a) ont été congues et choisies par nos collaborateurs apres le calcul de I'efficacité

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

IX.  Analyses statistiques

Les études statistiques ont été réalisées a |'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

l. 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 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM) ont été administrées aux cellules PC12 en culture. Ensuite,
le test MTT a été réalisé et les absorbances ont été lues par spectrophotométrie a 590 nm puis
la viabilité cellulaire a été calculée. Chaque condition a été reproduite en triplicata, et
I'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 UM pour poursuivre nos expériences. La
concentration de 10 uM a été établie en fonction des autres molécules : XBD173, XE991 et
ICA-27243. Ces différents composés ont déja 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+
$ Figure 12. Effet du GRT-X sur la viabilité cellulaire des
E_: 1504 cellules PC12. Les données représentent la moyenne *
g S.D. (analyse ANOVA suivie du ‘Multiple Comparison
T 100+ Test’ de Tukey).
2
S 50+
S

0

NT -
GRT-X 5uM -

GRT-X 10pM
GRT-X 15uM
GRT-X 20uM
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II.  Les amorces construites ont une efficacité d’amplification comprise entre 95 et
110%

Suite a la réalisation d’une série de dilutions de ’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 a l'aide de I'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 I'étude

Efficacite d’amplification

100%
100%
9%
 Mp 99.50%
Wb 999%
 ohh 100%
e 98%
 Wo@0 959%
96%
99.50%
97.50%
 stmma 100%
100%
N 100%

En effet, les efficacités d’amplification des différentes amorces présentées sont comprises

entre 95 et 100% et peuvent donc étre utilisées pour le reste de I'étude.
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[ll.  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 I'efficacité de I'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 a E13.5. Les explants ont été cultivés jusqu’a DIV4, puis fixés
au PFA 4%. Les axones ont été marqués a I'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.

DIV4

Figure 13. Explant de DRG a DIV4 marqué a I'anti-NFH
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IV. Le composé GRT-X permet de promouvoir la poussée axonale des DRG
embryonnaires C57BL/6 a DIV4

Le but de cette expérience préliminaire était d’évaluer le réle du GRT-X sur la poussée axonale.
Pour cela, des DRG embryonnaires ont été extraits de femelles gestantes C57BL/6 a E13.5. Les
explants ont été cultivés, traités a DIV1, et arrétés a DIV4 (Figure 14 A). Le groupe de DRG
traités au GRT-X 10uM (Figure 14 C) a été comparé a un groupe non traité (NT) (Figure 14 B),
et a un autre traité au véhicule, I’éthanol (Figure 14 D). Les cultures ont été arrétées a DIV4
puis les axones ont été immunomarquées au anti-NFH et les noyaux cellulaires au DAPI pour
étre 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’Imagel. 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 um) 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
um) et que le réseau axonal est plus dense que ceux non traités ou traités au véhicule (environ
1000 pm).

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 a DIV4. Les images
présentées dans cette figure représentent la moitié d’explants de DRG acquises en z-stacks par microscopie confocale
a 20X. (A) représente le protocole expérimental, (B) représente un DRG non traité, (C) représente un DRG traité au
GRT-X 10 uM, et (D) représente un DRG cultivé en présence du véhicule, I'éthanol a 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. Lapoussée axonale d’explants de DRG C57BL/6 embryonnaires est favorisée par le
GRT-X et inhibée par I'étifoxine, mais n’est pas affectée par les composés XBD173,
ICA-27243, et XE991 a DIV4

Le but de cette expérience était de comparer |'effet du GRT-X 10uM sur la poussée axonale a

celui de deux ligands activateurs de TSPO : étifoxine 20uM et XBD173 10uM, un agoniste des

Kv7.2/3 : ICA-27243 10uM, un antagoniste des Kv7.2/3 : XE991 10uM, et au véhicule commun :

I’éthanol 0,1%. Pour cela, des explants de DRG ont été extraits d’embryons provenant de

femelles C57BL/6 gestantes a E13.5. Les explants ont été traités a DIV1 et gardés en culture

jusqu’a DIV4 puis fixés au PFA 4% (Figure 15 A). Les axones ont été immunomarqués a |'anti-

NFH et les noyaux cellulaires au DAPI (Figure 15 B). Pour chaque groupe, 3 a 4 DRG ont été

cultivés et I'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 um) a été tracé sur Prism (Figure 15 C). Les aires sous la courbe (AUC) ont

été calculées par la méthode trapézoidale 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 a DIV4. En effet, le traitement au GRT-X provoque une augmentation significative de

’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, I'étifoxine

induit une inhibition de la poussée axonale a DIV4 et s’avere étre 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 I'étifoxine, mais n’est pas affectée par les composés XBD173, ICA-27243, et XE991 a DIVA.
(A) représente le protocole expérimental, (B) représente les images de microscopie confocale des
explants de DRG a DIV4 suite a leurs traitements par les différentes molécules a DIV1. (C) représente le
graphe tracé sur 3 expériences indépendantes suite a la quantification par Neurite-J des neurites de 3
ou 4 DRG par traitement. (D) représente les aires sous la courbe des différents groupes apres
normalisation au groupe non traité. Les résultats montrent une augmentation significative de ’'AUC du
groupe traité au GRT-X et une diminution significative suite au traitement a I’étifoxine en comparaison
aux autres groupes. Cependant, les composés XE991, ICA-27243, et I’'EtOH n’affectent pas la poussée
axonale. Les données représentent la moyenne + S.D sur trois expériences indépendantes. *p < 0.05, **p

85




VI.  Le composé GRT-X maintient son effet positif sur la poussée axonale a DIV8 et
apres une seule dose de traitement

Afin d’évaluer la durabilité de I'effet positif du GRT-X dans le temps, des explants de DRG ont
été extraits d’embryons provenant de femelles C57BL/6 gestantes a E13.5. Les différents
groupes de DRG ont été traités a DIV1 et répartis comme suit : NT, GRT-X 10uM, XBD173 10uM,
XE991, ICA-27243 10uM, et EtOH 0,1%. Les cultures ont été arrétées a DIV8 puis fixées au PFA
4% (Figure 16 A). Les axones ont été immunomarqués a I’anti-NFH et les noyaux cellulaires au
DAPI (Figure 16 B). Pour chaque groupe, 3 a 4 DRG ont été cultivés et I'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 um) a été tracé sur Prism
(Figure 16 C). Les aires sous la courbe (AUC) ont été calculées par la méthode trapézoidale puis
comparées entre les différents groupes (Figure 16 D). Les résultats montrent que I’AUC du
groupe traité au GRT-X est significativement supérieure a celle des autres groupes. Cela
indique que I'effet du GRT-X est maintenu dans le temps jusqu’a DIV8 et qu’une seule dose de

traitement suffit pour promouvoir la poussée axonale.

86



de DRG a -NT des DRG au PFA 4% immunocytochimique
GRT, XBD173, XE991, and (Anti-NFH)

ICA27243: 10uM in 0,1% EtOH

E13.5
(c57BL/6)

A
‘|7 Extraction DIV1: Traitement DIVS: Eixation Marquage

GRT-X XBD173 XE991 ICA27243 EtOH

AUC in embryonic

Neurites quantification in embryonic C57BL/6 DRG at DIV8 after 1 treatment
C57BL/6 DRG at DIV8 after 1 treatment
300 *ok
C NT D |
® GRT-X *
S 2501 ® XBD173
] & XE991 *
g ® ICA27243 -
o 2004 )
g ® EtOH = 250 T
=
£ 1501 c 200
£ o
% '8 150
2 100 N
) © 100
£ E
5
Z 50 2 so
o
2 0
<< =

XE991
EtOH

T T T T T ¥
0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600
Distance from explant (um)

GRT-X
XBD173
ICA27243

Figure 16. Le GRT-X maintient un effet positif sur la poussée axonale des explants de DRG C57BL/6 a DIV8
apres une seule dose de traitement. (A) représente le protocole expérimental, (B) représente les images de
microscopie confocale des DRG a DIV8 suite a leurs traitements par les différentes molécules a DIV1. (C)
représente le graphe tracé sur 3 expériences indépendantes suite a la quantification par Neurite-J des
neurites de 3 ou 4 DRG par traitement. (D) représente les aires sous la courbe des différents groupes apres
normalisation au groupe non traité. L’AUC du groupe traité au GRT-X est significativement supérieure a
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).
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VII.  Les composés GRT-X et XBD173 ont tendance a promouvoir la poussée axonale a
DIV8 apres deux doses de traitements

Le but de cette expérience était d’évaluer I'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 a E13.5 et ont été traités une premiére fois a DIV1 puis une
deuxiéeme fois a DIV4 (avec les mémes concentrations des traitements qu’a DIV1). Les
différents groupes de DRG ont été répartis comme suit : NT, GRT-X 10uM, XBD173 10uM,
XE991, ICA-27243 10uM, et EtOH 0,1%. Les cultures ont été arrétées a DIV8 puis fixées au PFA
4% (Figure 17 A). Les axones ont été immunomarqués a I'anti-NFH et les noyaux cellulaires au
DAPI (Figure 17 B). Pour chaque groupe, 3 a 4 DRG ont été cultivés et I'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 um) a été tracé sur Prism
(Figure 17 C). Les aires sous la courbe (AUC) ont été calculées par la méthode trapézoidale puis
comparées entre les différents groupes (Figure 17 D). Nos résultats révelent 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 a 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 a DIV8 apres 2 traitements. (A) représente le protocole expérimental, (B) représente les images
de microscopie confocale des DRG a DIVS suite a leurs traitements par les différentes molécules a DIV1
et DIV4. (C) représente le graphe tracé sur 3 expériences indépendantes suite a la quantification par
Neurite-J des neurites de 3 ou 4 DRG par traitement. (D) représente les aires sous la courbe des différents
groupes aprés normalisation au groupe non traité. L’AUC des groupes traités par le GRT-X et XBD-173
sont significativement supérieurs a 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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VIll. Le composé GRT-X induit une augmentation de I'expression de genes 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 a DIV4

Le but de cette expérience était de réaliser une étude moléculaire permettant d’évaluer les

effets du GRT-X sur I’expression de génes impliqués dans la myélinisation, la différenciation des

cellules de Schwann, et dans la structure axonale, et de comparer ces effets a ceux des autres
traitements (XBD173, XE991, et ICA-27243). Pour cela, des cultures dissociées de DRG
embryonnaires provenant de femelles gestantes C57BL/6 a E13.5 ont été établies, puis traitées

a DIV1, et les groupes ont été répartis comme suit : NT, GRT-X 10uM, XBD173 10uM, XE991,

ICA-27243 10uM, et EtOH 0,1%. Les cultures ont été arrétées a DIV4 et I’ARN total a été extrait

des échantillons pour les études de RT-gPCR (Figure 18 A). Les taux d’ARNm de Tspo, Kv7.2,

Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2a, Périphérine, Cad19, et Nfh ont été

guantifiés relativement aux taux d’ARNm de la Gapdh (Figure 18). A savoir, pour chaque

groupe, tous les DRG présents au niveau de la moelle épiniere ont été récoltés et cultivés (37

a 40 DRG par groupe), et I'expérience a été répétée 3 fois.

Concernant les génes cibles du GRT-X (Figure 18 B), nos résultats montrent que tous les

traitements induisent une augmentation significative de I’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 génes impliqués dans la myélinisation (Figure 18 C), les composés GRT-

X et XBD173 favorisent tous deux I'augmentation des niveaux d'expression de I'ARNm total

des genes 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
entrainent une diminution des niveaux d'expression de I'ARNm des genes Mpz et Mbp, mais
n'ont aucun effet sur la Plp.

Quant aux genes impliqués dans le développement et la différenciation des cellules de

Schwann (Figure 18 D), nos résultats montrent que les composés GRT-X et XBD173 entrainent

une augmentation significative de I'expression relative des génes Dhh, Krox20, et CNPase, avec

une augmentation significativement plus importante de I'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 I'expression relative du gene de la Dhh, mais entraine une augmentation de
I’'expression de Krox20, et une diminution de I'expression de la CNPase. Le composé ICA-27243
n’a pas d’effet sur I'expression relative de la Dhh, mais entraine une diminution de I’expression
de ’'ARNm des genes Krox20 et CNPase.

Concernant les génes 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 I'ARNm total des génes Tfap2a, Stmn2, Périphérine et Cad19, avec un
effet significativement plus élevé du GRT-X (sauf pour la Tfap2a). De plus, le XE991 n'a aucun
effet sur I'expression des genes, tandis que I'lCA-27243 diminue les niveaux d'expression de
I'ARNm de tous les génes énumérés précédemment.

Concernant le géne 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

I’expression des différents genes cités. Voir tableau (Tableau 8) pour le résumé.
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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 a DIV4

Le but de cette expérience était de confirmer que I'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 I'expression de TSPO, nous avons répliqué nos expériences sur des explants de DRG
embryonnaires provenant de femelles gestantes TSPO-KO a E13.5. Les explants ont été traités
a DIV1 et gardés en culture jusqu’a DIV4 puis fixés au PFA 4% (Figure 19 A). Les axones ont été
immunomarqués a I'anti-NFH et les noyaux cellulaires au DAPI (Figure 19 B). Pour chaque
groupe, 3 a 4 DRG ont été cultivés et I'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 um) a été tracé sur Prism (Figure 19 C). Les aires sous la
courbe (AUC) ont été calculées par la méthode trapézoidale 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 I'effet inhibiteur de XE991 et ICA27243 sur la croissance axonale des DRG Tspo”

-embryonnaires a 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 a DIV4. (A) représente le protocole expérimental, (B) représente les images de microscopie
confocale des explants de DRG a DIV4 suite a leurs traitements par les différentes molécules a DIV1.
(C) représente le graphe tracé sur 3 expériences indépendantes suite a la quantification par Neurite-
J des neurites de 3 ou 4 DRG par traitement. (D) représente les aires sous la courbe des différents
groupes apres 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 |'expression de certains genes
impligués dans la myélinisation, le développement et la différenciation des cellules
de Schwann et des neurones, mais pas celle de genes impliqués dans la structure
axonale dans des cultures dissociées de DRG TSPO-KO embryonnaires a DIV4

Afin de confirmer les résultats obtenus en microscopie confocale, des cultures dissociées de

DRG embryonnaires provenant de femelles gestantes TSPO-KO a E13.5 ont été établies, puis

traitées a DIV1, et les groupes ont été répartis comme suit : NT, GRT-X 10uM, XBD173 10uM,

XE991, ICA-27243 10uM, et EtOH 0,1%. Les cultures ont été arrétées a DIV4 et I’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, Tfap2a, Périphérine, Cad19, et Nfh ont été

guantifiés relativement aux taux d’ARNm de la Gapdh (Figure 20). A savoir, pour chaque

groupe, tous les DRG présents au niveau de la moelle épiniére ont été récoltés et cultivés (37

a 40 DRG par groupe), et I'expérience a été répétée 3 fois.

Concernant les génes cibles du GRT-X (a I'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 géne Kv7.2 avec un effet significativement supérieur du

GRT-X. Cependant, le composé ICA-27243 induit une diminution de I'expression relative du

Kv7.2. De plus, le composé GRT-X induit une augmentation du taux de ’ARNm du Kv7.3, alors

qgue les composés XE991 et ICA-27243 induisent une diminution significative.

En ce qui concerne les génes impliqués dans la myélinisation (Figure 20 C), le composé GRT-X

induit une augmentation des taux d’ARNm de tous les génes (Mpz, Mbp, et Plp). XBD173 et

XE991 induisent également une augmentation de I'expression de Mbp, mais I'effet du GRT-X

reste le plus important. En revanche, I'expression de la Plp est diminuée par I'administration

des traitements XE991 et ICA-27243.

Quant aux genes 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 genes Dhh et CNPase, mais n’a pas d’effet sur |’expression de Krox20.

Cependant, le composé XBD173 induit une augmentation de I'expression des 3 genes (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 I'expression de Krox20

mais n’a pas d’effet sur les deux autres génes.
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Concernant les génes impliqués dans le développement et la différenciation neuronale (Figure
20 E), le GRT-X induit une augmentation de I'expression des genes Tfap2a et Cad19 et une
diminution de celle de la Stmn2, mais n’a pas d’effet sur I’expression de la périphérine. Quant
au composé XBD173, il induit une augmentation des taux d’ARNm des génes Tfap2a et
périphérine mais n’a aucun effet sur I'expression des genes Stmn2 et Cad19. Le composé XE991
induit une augmentation de I'expression de la Tfap2a et une diminution de celle de la Stmn2.
Le composé ICA-27243 induit une diminution du taux d’ARNm de la Stmn2.

Concernant le géne 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 I'expression des différents genes 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, Tfap2a,
Périphérine, Cad19, et Nf h de cultures dissociées de DRG embryonnaires TSPO-KO a 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 |'ensemble des effets des différents traitements
(GRT-X, XBD173, XE991, ICA-27243, et EtOH) sur les taux d’expression de I’ARNm des différents
geénes (Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2a, Stmn2, Périphérine,
Cad19, et Nfh) dans les cultures dissociées de DRG a DIV4 provenant de souris C57BL/6 et
TSPO-KO gestantes a E13.5.
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Tableau 8. Comparaison des effets des différents traitements sur les taux d’expression de ’ARNm des
différents génes dans les cultures dissociées de DRG a DIV4 provenant de souris C57BL/6 et TSPO-KO

gestantes a E13.5.

1 : augmentation de I'expression ; | : diminution de I'expression ; - : pas d’effet sur I'expression ; N/A : Non applicable pour
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Résumé:

Les lésions des nerfs périphériques entrainent 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 role de GRT-X, un composé qui cible a 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 |'étifoxine, le XBD173, I'lCA-27243 et le XE991 ont été
menées dans les deux modeles. Nous montrons ici que GRT-X stimule fortement la croissance
axonale dans les cultures d'explants de DRG. De plus, GRT-X favorise de maniere significative
la croissance axonale, surpassant les effets des autres composés évalués 4 ou 8 jours apres
une administration unique. XBD173 a également favorisé I'élongation axonale aprés 8 jours et
deux administrations répétées. Dans les cultures dissociées de neurones DRG/cellules de
Schwann, le GRT-X a augmenté les génes associés a la croissance axonale et a 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 I'expression des genes des neurones et des
cellules de Schwann apreés l'invalidation de la TSPO, ce qui suggere fortement |'existence de
cibles supplémentaires. Ces résultats révelent un role clé de la TSPO dans I'élongation axonale
et dans le mode d'action a double cible du GRT-X sur les neurones du DRG.
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ganglia axonal growth
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Abstract: Peripheral nerve injuries often lead to unsatisfactory functional recovery and chronic
neuropathic pain. The mitochondrial translocator protein (TSPO) and Kv7.2/3 potassium
channels have emerged as potential targets for enhancing nerve regeneration and alleviating
pain. This work investigates the role of GRT-X a compound that targets both TSPO and
Kv7.2/3, in axonal growth, employing embryonic dorsal root ganglia (DRG) cultures from
C57BL6/J and TSPO-KO™ mice. Comparative studies involving etifoxine, XBD173, ICA-
27243, and XE991 were conducted in both models. We show here that GRT-X, strongly
stimulates axonal growth in DRG explant cultures. Moreover, GRT-X significantly promotes
axonal growth, surpassing the effects of the other compounds assessed 4 or 8 days after a single
administration. XBD173 also promoted axonal elongation after 8 days and repeated
administration. In dissociated DRG neuron/Schwann cell cultures, GRT-X upregulated genes
associated with axonal growth and myelination. In Tspo” DRG, the stimulatory effects of GRT-
X on axonal growth were lost. However, both GRT-X and XBD173 still activated the
expression of neuron and Schwann cell genes after TSPO invalidation, strongly suggesting the
existence of additional targets. These findings uncover a key role of TSPO in axonal elongation

and in the dual target mode of action of GRT-X on DRG neurons.

Keywords: TSPO, Kv7.2/3, GRT-X, axonal growth, genes regulation
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1 Introduction

Adult peripheral nerves retain the ability to regenerate after lesions due to the permissive
environment created by Schwann cells (SC) and macrophages infiltrating the denervated distal
nerve stump. Phagocytosis of the myelin sheaths by both cell types contributes significantly to
the growth permissive environment for the injured axons [1]. In addition, SC adopt a repair
phenotype by down-regulating myelin-associated genes and by up-regulating genes supporting
repair and regeneration [2]. Also, columnar structures, known as Bands of Biingner, are formed
by the dedifferentiated repair Schwann cells providing structural scaffolds for the regenerating
axons [3].

Another important contributor to successful axonal regeneration are the intrinsic changes
of the lesioned neurons from a transmitter to a pro-regenerative state, with the upregulation of
genes involved in signaling pathways supporting cell survival and neurite outgrowth [4] [5].
However, both the regenerative support by Schwann cells and the intrinsic ability of axons to
regrow decrease with time, and peripheral nerve regeneration generally remains disappointing
and insufficient in terms of functional recovery [6].

Insufficient peripheral nerve regeneration and functional restoration may also lead to the
development of chronic neuropathic pain (CNP), which is difficult to treat. Partial pain relief is
indeed only achieved in 40-60% of patients [7]. Stimulating and preserving over time the
intrinsic capacity of axonal growth as well as preventing the chronification of neuropathic pain
by pharmacological means thus represents an important but so far still unmet therapeutic
objective for the treatment of traumatic injuries or axonopathies.

Opioids are generally prescribed to treat severe pain. However, they are not very effective
and do not prevent the development of CNP from acute pain. Additionally, they can result in
harmful side effects such as hyperalgesia, immunosuppression, and addiction linked to the
development of opioid tolerance and dependence [8]. This highlights the need to find new
treatments for neuropathic pain and preventing its chronification. Slow voltage-gated Kv7 K*
channels have been identified as attractive drug targets of nerve injury pain as they regulate
neuronal excitability and are strongly linked to CNP [9] [10]. Moreover, their expression levels
in DRG change following axotomy [11] and peripheral nerve lesions [12].

Of the five Kv7 K* channels (Kv7.1-Kv7.5) encoded by the KCNQ genes, four are
expressed in the nervous system, with Kv7.2/3 being major regulators of neuronal excitability
[13]. First developed as an anti-epileptic drug, retigabine activates Kv7.2-5 channels and induces

a hyperpolarizing shift. Retigabine was also shown to be effective for the treatment of
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neuropathic pain and to be neuroprotective in preclinical rodent models [9] [14] [15]. However,
because of adverse side effects, its clinical use has been discontinued for treating seizures.

Thus, efforts are underway to develop more subtype selective compounds [16]. The
Kv7.2/3 channel preferring channel opener ICA27243, developed as an anti-epileptic drug, has
been a step forward in this direction [17]. More recently, GRT-X (N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-
1-(2-methoxyethyl)-4-methyl-2-oxo-( 7-trifluoromethyl)-1H-quinoline-3-caboxylic acid
amide), synthesized for analgesic purposes, proved to be a highly selective Kv7.2/3 activator
[18]. In addition, GRT-X was shown to be a potent activator of the mitochondrial translocator
protein 18 kDa (TSPO) [19]. This dual activation of Kv7 and TSPO by GRT-X was proposed
to explain its greater anti-hyperalgesic and anti-seizure potency when compared to retigabine
in animal models [19] [20]. Importantly, GRT-X also promoted the viability of sensory and motor
neurons and accelerated peripheral nerve regeneration and functional recovery after severe
crush lesion of rat cervical spinal nerves [19]. These additional beneficial actions of GRT-X
were attributed to TSPO activation.

We previously discussed the importance of TSPO due to its involvement in a variety of
fundamental physiological functions and cellular processes, such as apoptosis, proliferation,
and translocation of cholesterol into the inner mitochondrial membrane, which is the rate-
limiting step for the synthesis of steroid hormones [21]. Studies have shown that several TSPO
ligands promote neuroprotection, alleviate pain, increase neuronal survival, accelerate axonal
regrowth and improve functional recovery in rodent lesion models [22-24]. However, the precise
role of TSPO in axonal elongation could not be clarified because of the intricacy of in vivo
models and the absence of specific pharmacological TSPO antagonists.

Here, we assessed the role of GRT-X on neurite growth in embryonic E13.5 dorsal root
ganglia (DRG) explant cultures prepared from C57BL6/J or TSPO-KO (Tspo™") mice [25], and
compared its effects to other treatments including two TSPO ligands: XBD173 (AC-5216,
Emapunil) and etifoxine; a Kv7.2/3 agonist: ICA27243 and a Kv7.2/3 antagonist: XE991. We
also evaluated and compared the effects of the different treatments on the expression levels of
genes coding for the so far identified GRT-X targets (Kv7.2, Kv7.3, and Tspo) ; genes involved
in the timing of Schwann cell development including cadherin 19 (Cad19, Cdh19), transcription
factors AP-2alpha (Tfap2a, AP-2) and Krox20 ; genes implicated in myelin formation or
coding for major myelin structural proteins comprising desert hedgehog (Dhh), the 2',3'-cyclic
nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNPase), myelin protein zero (Mpz), myelin basic protein
(Mbp) and myelin proteolipid protein (Plp) ; and genes involved in axonal maintenance and

outgrowth, in particular stathmin-2 (Stmn2), peripherin and neurofilament heavy (Nfh). All
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these genes have been shown to be expressed in E13.5 mouse DRG neuron/Schwann cell

cultures [26].
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2 Materials and methods

2.1 Chemicals

GRT-X (N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-1-(2-methoxyethyl)-4-methyl2-oxo-(7-trifluoromethyl)-
1H-quinoline-3-caboxylic acid amide, chemical structure represented in Figure 1) and
Etifoxine were provided by Griinenthal GmbH (Aachen, Germany). XBD173 and XE991 were
purchased from Sigma Aldrich Chimie (SML1223 and X2254 respectively). ICA27243 was
purchased from TargetMol (T15545). All compounds were dissolved in ethanol (final
concentration 0.1%) with a final concentration of 10 uM, except for the Etifoxine that was used

at a final concentration of 20 uM based on the literature [24].
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Figure 1. A: Chemical structure of GRT-X (N-[(3-fluorophenyl)-methyl]-1-(2- methoxyethyl)-
4-methyl-2-oxo-(7-trifluoromethyl)-1H-quinoline-3-caboxylic ~ acid amide), B: 2D
representation of GRT-X.

2.2 MTT cell wiability assay ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide)

The effect of the GRT-X on the viability of rat pheochromocytoma cells (PC12 cells, ATCC
CRL-1721) was investigated by MTT assay. In each well, 2 700 PC12 cells were seeded in a
96-well plate containing the culture medium. Twenty-four hours later, different doses of GRT-
X (5 uM, 10 uM, 15 uM, and 20 pM) and the equivalent EtOH doses (0.025%, 0.05%, 0.1%,
and 0.15%) were added to the wells and internal triplicates for each concentration were included

in the experiment. 72h later, the cells were incubated for 2h at 37°C in the presence of MTT
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solution according to the manufacturer's protocol. The culture medium was then removed and
replaced by dimethyl sulfoxide (DMSO). The absorbance was read at 590 nm and the viability

percentage of PC12 cells was assessed. The experiment was repeated 4 times.

2.3 Animals and Tissue Harvesting

Our experiments were performed on timed pregnant C57B16/J mice (Janvier Labs SC-C57J-F)
and TSPO-knockout (TSPO-KO) mice (provided by Richard Banati, The University of Sydney)
[25]1at E13.5. The pregnant mice were sacrificed by cervical dislocation after being anesthetized
with isoflurane. Embryos were surgically removed and placed in ice-cold L-15 media (Gibco
11415-064). Spinal cords were extracted from these embryos and DRGs were harvested based
on established protocols [27,28]. All aspects of animal care and animal experimentation were
performed in accordance with the relevant guidelines and regulations of INSERM and

Université Paris-Saclay.

2.4 DRG Explants Cultures

Following DRG harvesting as previously described, one DRG explant was placed and seeded
in the center of a circular plastic coverslip (LFG distribution 174950) (Figure 2 A) previously
coated with poly-L-lysine (PLL) (Sigma P7890) and collagen (R&D systems 3440-100-01)
(refer to Supplementary Material 1A for coating details). The coverslips were placed in 4-
well culture plates. The cells were first cultured in the DRG Plating Media (refer to
Supplementary Material for media composition) for 16 h to allow the cells to adhere. The next
day, the medium was replaced with Neurobasal Media (refer to Supplementary Material 1B
for media composition) containing the different treatments (NT, GRT-X 10 uM, XBD173 10
uM, Etifoxine 20 uM, XE991 10 uM, ICA2743 10 uM, EtOH 0.1%), and the cells were kept
in culture for a specific period of time according to the groups (Table 1). For each experiment,
n=3-4 DRG explants were cultured per group, and in each group, every DRG originated from

a different embryo. Each experiment was repeated 2-3 times.
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Group name Mice Number of Day of treatment Time in vitro
species treatments (DIV: Day in vitro) before fixation

C57BL6/J DIV1 4 days

_ cs7BL6/l 1 DIV1 8 days

C57BL6/) 2 DIV1 and DIV4 8 days
I sro-ko 1 DIV1 4 days

Table 1. DRG explants groups’ repartition. Group A represents the DRGs that were extracted
from C57BL6/J embryos, treated at Day in vitro 1 (DIV1), and stopped at DIV4. Group B
represents the DRGs that were extracted from C57BL6/J embryos, treated at DIV1, and stopped
at DIV8. Group C represents the DRGs that were extracted from C57BL6/J embryos, treated at
DIV1 and DIVS, and stopped at DIV8. Group D represents the DRGs that were extracted from
TSPO-KO embryos, treated at DIV1, and stopped at DIV4.

2.5 Dissociated DRG Cultures

DRG were extracted from C57BL6/J embryos as previously described. A total of 40 DRG were
harvested per embryo for each group (Figure 2 B). Based on the experimental protocol
developed by our collaborators [26], DRG were then trypsinized (0.25% trypsin in 1X HBSS)
and incubated at 37°C for 30 minutes. Trypsinization was then stopped by L-15 medium
containing 10% horse serum (Gibco, 26050088). DRG were centrifuged at 1500 rpm for 5
minutes. The supernatant was removed and the tissues were resuspended in DRG Plating Media
and triturated 30 times with a sterilized Pasteur pipette until a homogeneous cell suspension
was obtained. For each treatment (NT, GRT-X, XBD173, XE991, ICA27243, EtOH), 40
dissociated DRGs were plated on 35 mm culture dishes previously coated with PLL (Sigma
P7890) and collagen (R&D systems 3440-100-01). The cells were first cultured in 'DRG Plating
Media' for 16 hours to allow the cells to adhere. The next day, the culture medium was replaced
with Neurobasal Media containing the different treatments (NT, GRT-X 10 uM, XBD173 10
uM, Etifoxine 20 uM, XE991 10 uM, ICA2743 10 uM, EtOH 0.1%), and the cells were kept

in culture for a period of 4 days. The experiments were repeated 3 times.
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Figure 2. Experimental Design (A) For DRG explant cultures, embryos are surgically removed
from pregnant females at E13.5, and spinal cords are subsequently extracted. Each treatment
(NT, GRT-X, XBD173, XE991, ICA27243, and EtOH) is allocated to a separate 4-well plate,
with each well containing a DRG explant from a distinct embryo. Confocal microscopy is
conducted at the designated time points after mounting the DRG explants on slides. (B) In the
case of DRG dissociated cultures, spinal cords are obtained following the same procedure as in
(A). A total of 40 DRGs per spinal cord are harvested and cultured in individual petri dishes,
each representing a distinct treatment group (NT, GRT-X, XBD173, XE991, ICA27243, and
EtOH). Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis is performed
according to the specified time points.

2.6 Immunocytochemistry

The DRG explants, whether extracted from C57BL6/J or TSPO-KO mice under different
conditions, were first fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 30 minutes at room
temperature (RT). After 3 washes with 1X phosphate buffered saline (PBS), the coverslips were
incubated in Antigen Retrieval Buffer (10 mM Sodium Citrate, 0.05% Tween20, pH 6.0)
preheated to 95°C for 3 minutes. The samples were washed twice with PBS 1X, incubated for
30 minutes in a 0.1 M Glycine solution, permeabilized (0.25% Triton X100 0.1% Tween 20 in
PBS 1X, 20 min at RT), and then blocked (2% BSA, 0.1% Tween 20, 10% Normal Donkey
Serum, 1 h at RT). DRG explants were incubated overnight with a primary antibody against
heavy neuroflilaments (anti-NFH 1:600, Millipore AB1989) at 4°C. The next day, coverslips

were washed three times with PBS 1X 910 minutes for every wash) and were incubated with
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donkey anti-rabbit secondary antibody (1:1000, Jackson 711-545-152) for 1h at RT in the dark.
Samples were then washed with PBS 1X, and nuclei were stained with DAPI (1:1500, Thermo
Fisher Scientific 62247). Samples were then mounted on slides using a mounting media (Inova

Diagnostics Inc 426950) and stored at 4°C until confocal imaging.

2.7 TImaging and Image Analysis

Confocal imaging of fixed DRG explants was performed using the Leica SP8 microscope.
Images were acquired as z-stacks at 10X magnification and then analyzed using Imagel
software. For every experimental condition, 3-4 biological replicates (embryos) and 2-3
technical replicates (gestating females) were analyzed. Neurite length and density were
performed on z-projections with maximal intensity using the Neurite-J plugin of ImageJ after
thresholding the images. The plugin indicates the number of neurites at different distances from
the explant [29]. Data was exported to Microsoft Excel, graphs were plotted using Prism v9.5.1

software, and areas under the curve (AUC) were calculated based on the trapezoidal method.

2.8 Total RNA Isolation

RNA was extracted from the samples using 500 pl of TRIzol reagent (Ambion Life
Technologies 15596018) as described in the manufacturer’s protocol with some modifications.
In order to limit salts precipitation, isopropanol was used instead of 100% ethanol. Moreover,
RNA was allowed to precipitate overnight in the presence of glycogen at -20°C. The next day,
RNA pellets were obtained after centrifugation and possible contaminations were eliminated
after three washes with 70% ethanol. Tubes were kept open under the hood for 10 minutes to
allow them to dry. RNA was resuspended in 20 pul of RNAse-free water containing 0.1 mM
EDTA, pH 8,0 (Invitrogen AM9912). RNA samples were stored at -80°C until RT-qPCR.

2.8.1 RT-qPCR

Five hundred nanogram of the total RNA was reverse transcribed using the M-MLV RT buffer
pack (Invitrogen, Charbonniéres-les-Bains, France). After that, real-time PCR (qPCR) was
conducted with the CFX96TM Real-time system (Biorad) using the Maxima SYBR Green Rox
gPCR master mix (Thermo Scientific, Villebon-sur-Yvette, France), according to the
manufacturer’s instructions. Each experiment was performed at least three times in duplicates.
Relative gene expression of the targeted genes was determined by the 2724 method and
normalized to GAPDH mRNA expression levels of the treated DRG groups were compared to
non-treated (NT) DRG.
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2.8.2 Primer Design and Efficiency

Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Stmn2, Peripherin, Nfh, and GAPDH primers used in this study were
designed using the Oligo Explorer software. Splice variants and the protein-coding sequence of
the genes were found using the National Center for Biotechnology (NCBI) database. For every
gene, the common sequence between the different variants was identified using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Primer sequences were then generated by the Oligo Explorer
software. Serial dilutions of cDNA followed by qPCR were used to calculate the amplification
efficiency of the primers. qPCR results were plotted as a standard curve against the respective
concentrations of cDNA. Amplification efficiency was calculated by linear regression of
standard curves using the following equation: E = 10~(V/slope of the standard curve). primer pairs with an
efficiency between 95 and 100%, as well as an R* value (Determination coefficient) equal or
greater than 0.98 were chosen for the study (refer to the Supplementary Material 2 for the
sequences of the chosen primers).

The other primers used in this study (Mpz, Mbp, Dhh, PLP, Krox20, CNPase, Cadl9, and
Tfap2a) were designed and chosen by our collaborators after the calculation of the

amplification efficiency [26] (refer to the Supplementary Material 2 for the primer sequences).

2.9 Statistical Analysis

Statistics were computed using the GraphPad Prism 9.5.1 software. Differences between groups
were calculated by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. A value

of p < 0.05 was considered significant. Results are plotted as mean + SD.
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3 Results

3.1 GRT-X promotes neurite growth in embryonic C57BL6/J DRG at DIV4

We initially established our experimental procedures, beginning with a cell viability assessment
of GRT-X at various concentrations (5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM) in PC12 cells using the
MTT assay. Concentrations were based on previously established binding properties and
functional potencies of GRT-X [19]. All tested concentrations of GRT-X did not adversely
affect cell viability (Supplementary Figure 1). Consequently, we selected the 10 M dose for
our subsequent experiments.

We then conducted an initial assessment of the positive impact of 10 uM GRT-X on neurite
network growth in E13.5 C57BL6/J DRG explants at DIV4 (Supplementary Figure 2).
Subsequently, we compared the effects of GRT-X on axonal growth to other treatments in E13.5
C57BL6/J DRG explants, including two TSPO agonists (XBD173 and etifoxine at 10 pM and
20 uM, respectively), a Kv7.2/3 antagonist (XE991 at 10 uM), a Kv7.2/3 agonist (ICA27243
at 10 uM), and the control vehicle (0.1% ethanol). DRG explants were obtained from embryos
at E13.5, treated at DIV1, and cultured until DIV4, followed by fixation with 4% PFA (Figure
3A). Axons were immunolabeled with anti-NFH, and cell nuclei were stained with DAPI
(Figure 3B). Each group comprised 3 to 4 DRGs, and the experiment was repeated thrice.
Neurite quantification was performed using Neurite-J, and the graph depicting the number of
intersections at varying distances (in pm) was generated in Prism (Figure 3C). Areas under the
curve (AUC) were calculated using the trapezoidal method and compared among the groups
(Figure 3D).

The results affirm that GRT-X significantly enhances the length and density of the neurite
network at DIV4, with a marked increase in AUC compared to the other groups. In contrast,
XBD173, XE991, ICA27243, and EtOH treatments exhibited no effect on neurite growth.
However, etifoxine inhibited axonal growth at DIV4 and was cytotoxic, leading to its exclusion

from subsequent experiments.
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Figure 3. Impact of various compounds on axonal growth in embryonic C57BL/6 DRG explants
at DIV4. (A) Depicts the experimental protocol, (B) Displays confocal microscopy images of DRG
explants at DIV4 following treatments initiated at DIV1. (C) Shows the mean of 3-4 DRGs per treatment
across 3 independent experiments after quantification using Neurite-J. (D) represents the mean and the
SD of the calculation of the areas under the curve (AUC) for the different treatment groups after
normalizing on non-treated (NT). The data is presented as mean =+ standard deviation with statistical
significance indicated as *p < 0.05, **p < 0.01, and ****p < 0.0001 (ANOVA analysis followed by
Tukey's Multiple Comparison Test).

3.2 GRT-X maintains its positive effect on axonal growth in E13.5 C57BL6/J DRG explants
at DIVS

To assess the durability of GRT-X's positive effects over time, we extracted DRG explants from

E13.5 embryos of pregnant C57BL/6 females. The DRG groups were treated at DIV1 and

categorized as follows: NT, GRT-X 10uM, XBD173 10uM, XE991, ICA-27243 10uM, and

EtOH 0.1%. Cultures were terminated at DIV8 and subsequently fixed in 4% PFA (Figure 4A).

Axons were labeled with anti-NFH, and cell nuclei were stained with DAPI (Figure 4B). Each

group comprised 3 to 4 DRGs, and the experiment was repeated thrice. Following microscopic
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examinations, neurites were quantified using Neurite-J, and the graph displaying the number of
mtersections (intersection of neurites with each circumscribed circle around the DRG soma) as
a function of distance (in m) was generated in Prism (Figure 4C). The areas under the curve
(AUC) were calculated using the trapezoidal method and compared among the different groups
(Figure 4D). The results show that the AUC of the GRT-X-treated group is significantly higher
than that of the other groups. This suggests that the positive effect of GRT-X is sustained over

time up to DIVS, and that a single treatment dose is adequate to promote axonal growth.
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Figure 4. GRT-X maintains a positive effect on axonal growth in CS7BL/6 DRG explants at DIVS8
after a single dose of treatment. (A) represents the experimental protocol, (B) represents confocal
microscopy images of DRGs at DIVS8 following their treatment with the different molecules at DIV1.
(C) represents the mean of 3-4 DRGs per treatment across 3 independent experiments after
quantification using Neurite-J (D) represents the calculation of the areas under the curve of the different
groups after normalizing to the non-treated group (NT). Data represent mean + S.D; *p < 0.05, **p <
0.01, and ****p < 0.0001 (ANOVA analysis followed by Tukey's Multiple Comparison Test).
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3.3 GRT-X and XBD173 increase axonal growth in E13.5 C57BL6/J DRG explants at DIVS
after two treatments
The objective of this experiment was to assess the impact of two doses of various treatments on
axonal growth. DRG explants were obtained from pregnant C57BL/6 females' embryos at
E13.5 and treated initially at DIV1 and subsequently at DIV4, using the same treatment
concentrations as at DIV1. The different DRG groups were categorized as follows: NT, GRT-
X 10uM, XBD173 10uM, XE991, ICA-27243 10uM, and EtOH 0.1%. Cultures were halted at
DIV8 and fixed with 4% PFA (Figure 5A). Axons were immunolabeled with anti-NFH, and
cell nuclei were stained with DAPI (Figure 5 B). Each group comprised 3 to 4 DRGs, and the
experiment was repeated thrice. After microscopic examinations, neurites were quantified using
Neurite-J, and the graph displaying the number of intersections (intersection of neurites with
each circumscribed circle around the DRG soma) in relation to distance (in pum) was generated
in Prism (Figure 5C). The areas under the curve (AUC) were determined employing the
trapezoidal method and subsequently compared across different experimental groups (see
Figure 5D). Our findings reveal that the AUCs for the GRT-X and XBD173-treated groups
exhibit a significantly elevated AUC compared to the other groups. We observed that GRT-X
outperforms XBD-173 in promoting axonal growth. It emerges as a potentially novel and

efficient ligand for TSPO, demonstrating the ability to stimulate axonal growth.
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Figure 5. Effect of different treatments on axonal growth in C57BL/6 embryonic DRGs at DIV8
after two treatment sessions. (A) Illustrates the experimental protocol, (B) displays confocal
microscopy images of DRGs at DIVS following treatment with various molecules at DIV1 and DIV4.
(C) Presents the graph resulting from Neurite-J quantification of neurites from 3-4 DRGs per treatment
across 3 independent experiments. (D) Shows the calculation of the areas under the curve (AUC) for the
different treatment groups after normalizing to the non-treated (NT) group. The data is presented as
mean + standard deviation, and statistical analysis was conducted using ANOVA followed by Tukey's
Multiple Comparison Test. *p < 0.05, **p <0.01, and ****p < 0.0001

3.4 GRT-X induces increases in the expression of genes involved in myelination, Schwann
cell and neuronal development and differentiation, and axonal structure

The purpose of this experiment was to conduct a molecular study assessing the impact of GRT-
X on the expression of genes associated with myelination, Schwann cell differentiation, axonal
structure, and to compare these effects to other treatments (XBD173, XE991, and ICA-27243).
To achieve this, dissociated cultures of embryonic DRGs from pregnant C57BL/6 females at
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E13.5 were established, treated at DIV1, and divided into the following groups: NT, GRT-X
10uM, XBD173 10uM, XE991, ICA-27243 10uM, and EtOH 0.1%. Cultures were terminated
at DIV4, and total RNA was extracted from the samples for RT-qPCR studies (Figure 6).
mRNA levels of Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2a,
Peripherin, Cad19, and Nfh were quantified relative to Gapdh mRNA levels (Figure 6A). Each
group consisted of all DRGs present in the spinal cord, with 37 to 40 DRGs per group, and the
experiment was repeated three times.

Regarding GRT-X target genes, our findings reveal that all treatments induce a significant
increase in Tspo and Kv7.2 expression, with GRT-X and XBD173 treatments leading to
significantly higher increases compared to the other groups (Figure 6B). However, only GRT-
X and XBD173 treatments induced a significant increase in Kv7.3 mRNA levels.

Relating to genes involved in myelination, both GRT-X and XBD173 treatments promote
increased total mRNA expression levels of myelin-related genes (Mpz, Mbp, and Plp), with
GRT-X having a significantly greater effect (Figure 6C). On the other hand, XE991 and
ICA27243 decreased mRNA expression levels of Mpz and Mbp genes but had no effect on Plp.
For genes related to Schwann cell development and differentiation, GRT-X and XBD173
treatments significantly increased the relative expression of Dhh, Krox20, and CNPase genes,
with XBD173 having a significantly greater impact on Dhh expression, and GRT-X on Krox20
and CNPase (Figure 6D). XE991 had no effect on Dhh gene expression but increased Krox20
expression and decreased CNPase expression. ICA-27243 had no effect on Dhh expression but
led to a decrease in Krox20 and CNPase mRNA expression.

Regarding genes associated with neuronal development and differentiation, GRT-X and
XBD173 increased total mRNA expression levels of genes Tfap2o, Stmn2, Peripherin, and
Cadl9, with GRT-X having a significantly greater effect (except for Tfap2a) (Figure 6E).
XE991 had no effect on gene expression, while ICA-27243 decreased mRNA expression levels
of all the listed genes. Conceming the axonal Nfh gene, GRT-X and XBD173 increased Nfh mRNA
levels, with GRT-X having a significantly greater effect (Figure 6F). XE991 and ICA-27243 reduced

Nfh mRNA levels, and ethanol had no effect on the expression of any of the mentioned genes.
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Figure 6. mRNA expression of GRT-X target genes (B) and genes involved in myelination (C),
Schwann cells differentiation (D) and neuronal structure (E and F) in C57Bl/6. (A): protocol used.
(B-F): Relative quantification of mRNA levels of Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20,
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manipulations. *p < 0.05, **p <0.01, ****p <0.0001 (ANOVA analysis followed by Tukey's Multiple

Comparison Test).

3.5 GRT-X has no effect on neurite growth in embryonic TSPO-KO™- DRG explants at DIV4

To validate that the beneficial impact of GRT-X on axonal growth is indeed mediated by TSPO, we
conducted experiments using embryonic DRG explants obtained from pregnant females with TSPO-
KO™ embryos at E13.5. As there are no pharmacological tools available to block TSPO expression, we
replicated our experiments with these TSPO-KO™ explants. These explants were treated at DIV1 and
maintained in culture until DIV4, after which they were fixed with 4% PFA (Figure 7A). Subsequently,
axons were immunolabeled using anti-NFH, and cell nuclei were stained with DAPI (Figure 7B). Each
group consisted of 3 to 4 DRGs, and the experiment was repeated three times. Following microscopic
observations, neurite quantification was conducted using Neurite-J, and the data were plotted in Prism
(Figure 7C). Areas under the curve (AUC) were calculated using the trapezoidal method and then
compared between the different groups (Figure 7D).
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Our findings indicate that GRT-X and XBD-173 do not influence axonal growth, confirming
that the impact of both ligands is mediated by TSPO. Consistent with expectations, the area
under the curves (AUCs) for groups treated with XE991 and ICA27243 are significantly lower
than those of all other groups. This substantiates the inhibitory effect of XE991 and ICA27243
on axonal growth in embryonic TSPO-KO DRGs at DIV4.
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Figure 7. GRT-X has no effect on axonal growth of TSPO-KO™"embryonic DRG explants at DIV4.
(A) represents the experimental protocol, (B) represents confocal microscopy images of DRG explants
at DIV4 following their treatment with the different molecules at DIV1. (C) represents the graph plotted
over 3 independent experiments following Neurite-J quantification of neurites from 3 or 4 DRGs per
treatment. (D) represents the calculation of the areas under the curve of the different groups after
normalizing to the non-treated (NT) group. Data represent mean + S.D over 3 independent experiments.
*p < 0.05%p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 (ANOVA analysis followed by Tukey's Multiple
Comparison Test).
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3.6 GRT-X increases the expression of genes related to myelination, Schwann cell and
neuron development, but not those involved in axonal structure in dissociated cultures of
embryonic TSPO-KO” DRGs

To validate the confocal microscopy results, we established dissociated cultures of embryonic

DRGs from pregnant TSPO-KO™" females at E13.5. These cultures were treated at DIV1 and

grouped as follows: NT, GRT-X 10uM, XBD173 10uM, XE991, ICA-27243 10uM, and EtOH

0.1%. Cultures were stopped at DIV4, and total RNA was extracted from the samples for RT-

qPCR studies. mRNA levels of Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2a,

Peripherin, Cad19, and Nth were quantified relative to Gapdh mRNA levels (Figure 8A). Each

group consisted of all DRGs present in the spinal cord, totaling 37 to 40 DRGs per group, and

the experiment was repeated three times.

Regarding GRT-X target genes (except for Tspo in TSPO-KO”" mice), our findings indicate

that GRT-X, XBD173, and XE991 lead to an increase in Kv7.2 mRNA levels, with GRT-X

having a significantly stronger effect (Figure 8B). Conversely, ICA-27243 results in a

reduction in relative Kv7.2 expression. Moreover, GRT-X promotes an increase in Kv7.3

mRNA levels, while XE991 and ICA-27243 induce a significant decrease (Figure 8B).

Conceming genes associated with myelination, GRT-X enhances the mRNA levels of all genes

(Mpz, Mbp, and Plp). XBD173 and XE991 also increase Mbp expression, though the impact of

GRT-X remains significantly stronger. Conversely, Plp expression is reduced by XE991 and

ICA-27243 (Figure 8C).

For the genes related to Schwann cell development and differentiation, our findings reveal that

GRT-X enhances the mRNA levels of the Dhh and CNPase genes but does not affect Krox20

expression. In contrast, XBD173 increases the expression of all three genes (Dhh, Krox20, and

CNPase). Conversely, XE991 reduces the mRNA levels of Krox20 and CNPase. ICA-27243

decreases Krox20 expression but does not influence the other two genes (Figure 8D).

In terms of genes associated with neuronal development and differentiation, GRT-X increased

Tfap2a and Cadl9 gene expression while decreasing Stmn2 expression, with no impact on

peripherin. On the other hand, XBD173 elevated Tfap2o and peripherin mRNA levels but had

no effect on Stmn2 and Cad19 gene expression. XE991 led to an increase in Tfap2a expression
and a decrease in Stmn2 expression. ICA-27243 caused a reduction in Stmn2 mRNA levels

(Figure 8E).

Regarding the axonal Nfh gene, ICA-27243 treatment resulted in reduced mRNA levels.

Conversely, the other treatments had no effect, corroborating the confocal microscopy results
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(Figure 8F). Notably, ethanol had no impact on the expression of the aforementioned genes.
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Figure 8. mRNA expression of GRT-X target genes (B) and genes involved in myelination (C),
Schwann cells differentiation (D) and neuronal structure (E and F) in TSPO™. (A): protocol used.
(B-F): Relative quantification of mRNA levels of Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase,
Tfap2a, Peripherin, Cad19, and Nfh from dissociated cultures of TSPO-KO embryonic DRGs at DIV4
following the different treatments. Data represent the mean + S.D of 3 independently performed
experiments. *p < 0.05, **p <0.01, ****p < 0.0001 (ANOVA analysis followed by Tukey's 'Multiple
Comparison Test').

4 Discussion

This study aimed to explore the influence of GRT-X on axonal growth and to clarify the
specific involvement of its TSPO and Kv7.2/3 targets. The proof-of-concept investigation was
carried out using both explant and dissociated cultures of embryonic DRG at E13.5, derived
from C57BL6/J or Tspo™ mice. Prepared from DRG embryos, these cultures allow to study the
role of GRT-X and TSPO in early axonal and Schwann cell development [26]. Of note, the vast
majority of the DRG neurons still express trkA at this early developmental stage and survive

after supplementation with NGF as in our culture conditions [30].
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Ganglionic and dissociated DRG cultures represent excellent models for investigating the
molecular and cellular mechanisms underlying the role of GRT-X and TSPO in axonal
elongation and Schwann cell plasticity under controlled conditions, with possible implications
for axonal regeneration after injury or peripheral neuropathies [31] [32]. Indeed, both adult
peripheral neurons and Schwann cells respond to injury by reprogramming their phenotypes to
pro-regenerative conditions. Neurons switch to a cell-autonomous regenerative state, whereas
both myelinating and Remak Schwann cells partially de-differentiate and transform into repair
Schwann cells, with the ability to promote axonal growth and to remyelinate the regenerating
axons [2]. However, although Schwann cells re-express developmental genes, one has to be
aware of differences in molecular mechanisms between repair and immature Schwann cells [33]
[34].

First, we initiated experiments, comparing GRT-X to TSPO (etifoxine and XBD173) and
Kv7.2/3 (ICA-27243 and XE991) ligand effects on axonal growth. Treatments at DIV1 were
assessed at DIV4. For all genes studied, there were no differences between non-treated (NT)
and the ethanol treated groups. GRT-X significantly increased neurite length and density
compared to the other treatments. Analysis of the areas under the neurite extension curves
(AUC) showed a significant increase by GRT-X, but no effect of XBD173, XE991, ICA27243
and EtOH. Etifoxine inhibited axonal growth and proved to be neurotoxic, excluding it from
further experiments. The inhibitory influences of etifoxine on axonal growth in our primary
DRG cultures contrasted with its stimulatory effects on adult rat sciatic nerve regeneration after
mjury and on neurite extension by PC12 cells [24]. This discrepancy may be attributed to
etifoxine's dual action as a positive allosteric modulator of TSPO and GABA 4 receptors, with
the latter possibly mediating its negative influences on our embryonic DRG explants. Indeed,
differences exist in GABA4 receptor subunit composition between neurons cultured from
embryonic and adult DRGs [35]. Moreover, GABA4 receptors are excitatory during early
development due to high intracellular chloride concentrations, while in adults, they mediate
neuronal inhibition [36].

Then, the effects of GRT-X, XBD173, ICA-27243 and XE991 on axonal growth were
tested over an extended period (DIVS8). At DIVS, following a single treatment, the AUC of the
GRT-X group was significantly higher than that of other treatment groups (non treated, ethanol,
XBD173, ICA-27243 and XE991). Thus, GRT-X maintains a positive axonal growth effect up
to DIV8 after a single treatment, while the other treatments show no impact. However,
following two successive treatments at the same dose (10 uM), administered three days apart
at DIV1 and DIV4, XBD173 also stimulated axonal elongation and increased AUCs, with the

120



effects of GRT-X and XBD173 surpassing those of the other treatments. Thus, both the dual
mode-of action GRT-X and the supposed selective TSPO activator XBD173 can promote
axonal growth.

To determine whether TSPO activation by GRT-X plays a key role in its stimulatory
effects on axonal growth, we compared its effects to those of XBD173, XE991, and ICA-27243
in ganglionic DRG cultures prepared from Tspo”’" embryos at E13.5. Again, cultures were
treated at DIV 1 and axon length and density were quantified by confocal microscopy at DIV
4. Invalidation of TSPO resulted in the complete loss of the stimulatory effects of GRT-X on
axon growth, demonstrating a key role of TSPO activation in its axonotrophic effects. This is
to our knowledge the first demonstration of a role of TSPO in neurodevelopmental processes
at such an early embryonic stage. The effects of TSPO ligands on neuronal differentiation have
so far mainly been demonstrated in neuronal cell lines [37]. The not selective TSPO ligand 4'-
chlorodiazepam, which is also active at GABA4 receptors, has previously been shown to
increase neurite formation by mouse hippocampal neurons at E17 [38]. TSPO expression in the
nervous system has been demonstrated as early as E12 [39]. Of note, in the absence of TSPO
and in contrast to wild-type mice, the Kv7.2/3 ligands ICA27243 and XE991 significantly
mhibited axonal elongation. It has previously been shown that Kv7 channel activation inhibits
neurite growth [40]. Thus, the double target action of GRT-X may compensate for the negative
influence of Kv7 channel activation on axonal elongation.

GRT-X was more potent in stimulating axonal growth via TSPO than XBD173 at the
dose of 10 puM, with GRT-X already showing a significant effect 4 days after a single
administration, whereas XBD173 only having an effect at DIV8 after two administrations. The
different potencies of both compounds cannot be explained by their apparent affinities for
TSPO, as they both show estimated Ki values in the nanomolar range [19] [41]. That is, the
efficacy of TSPO ligands are difficult to predict from their affinities and pharmacokinetics,
possibly because TSPO is part of a mitochondrial multi-protein complex [42.43]. Moreover,
TSPO binding sites for different ligands remain to be characterized, as are the 3D structures of
TSPO complexed with different ligands [44].

To strengthen our findings, we conducted RT-qPCR analysis to assess the impact of the
different treatments on the expression of selected genes in dissociated cultures of embryonic
DRGs from timed E13.5 pregnant C57BL/6 females. GRT-X at 10uM was compared to the
other ligands (XBD173, ICA-27243, and XE991, all at the dose of 10 uM) (results are
summarized in Table 2). Treatments were administered at DIV1 and assessed at DIV4. In

cultures prepared from wild-type mice, our RT-qPCR results reveal that GRT-X induces a
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significant increase in the expression of all genes (Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Mpz, Mbp, Plp, Dhh,
Krox20, CNPase, Tfap2a, Stmn2, Peripherin, Cadl9, and Nfh) when compared to the non-
treated (NT) group. For all genes studied, no differences were found between the NT and the
ethanol treated groups.

These findings are consistent with our confocal microscopy results, demonstrating that
GRT-X increases the length and density of Nfh labeled axons. In addition, the increase in the
expression of myelin-related genes shows that GRT-X also promotes the developmental
maturation of Schwann cells. GRT-X therefore modulates both neuron and Schwann cell
dependent mechanisms necessary peripheral nerve development. Importantly, all studied
neuronal and Schwann cell genes play important roles in both peripheral nerve development
and adult nerve regeneration [45] [46] [47] [48] [49] [50,51] [52]. Thus, our findings are likely to be
relevant for both developmental and regenerative processes. GRT-X has indeed been shown to
promote the survival and regeneration of sensory and motor neurons and to accelerate the
recovery of sensory functions after severe crush lesion of cervical spinal nerves in adult rats
[19].

Notably, treatment with XBD173 at the same concentration as GRT-X (10uM) also
increased the expression of all genes, contrasting with its lack of effect on axonal elongation in
the ganglionic DRG cultures after a single administration at DIV4. In contrast, the Kv7.2/3
ligands ICA-27243 and XE991 inhibited the expression of most of the genes, suggesting that
their activation does not contribute to the greater efficacy of GRT-X when compared to
XBD173.

Whereas GRT-X lost its axonal growth enhancing actions in DRG explant cultures
prepared from Tspo™ embryos, its stimulatory effects on the expression of most genes were
preserved in the absence of TSPO, except for the neuronal genes peripherin and Nth, both
involved in axonal outgrowth and the latter also in radial expansion, and for Krox20 involved
in Schwann cell maturation. How to explain the significant upregulation of 10 genes by GRT-
X in the absence of Tspo gene expression, confirmed by RT-qPCR. An explanation could be
the dual action of GRT-X on both TSPO and Kv7.2/3. This is however unlikely as the Kv7.2/3
activator ICA-27243 had either no effect or even decreased gene expression, consistent with its
inhibitory effect on axonal outgrowth in TSPO™ mice. A more likely explanation would be the
potential presence of a third or other multiple targets of GRT-X, warranting further molecular
investigations for confirmation. Surprisingly, even the supposedly selective TSPO activator
XBD173 increased expression of the key neuronal and Schwann cell genes Kv7.2, Mpz, Dhh,
Krox20, CNPase, Tfap2o and peripherin in the Tspo’~ DRG. This strongly suggests that

122



XBD173 may activate these genes by acting through other targets than TSPO. From these
observations, it follows that pharmacological tools may not always be sufficient to delineate
the role of a target, but that its genetic invalidation provides additional important information.
Consistent with the inhibitory effects of ICA-27243 and XE991 on axonal elongation, both
compounds decreased or had no effect on the expression of most genes, except for an increase
in Kv7.2, Mpz and Tfap2a by XE991, which may oppose the inhibitory effects of intrinsic
Kv7.2/3 activity. That the Kv7.2/3 activator ICA-27243 and inhibitor XE991 show in some
cases similar effects on gene expression could result from the disturbance of developing
neuronal circuits [40].

Our data demonstrate that the potent stimulatory effects of GRT-X on axonal growth
require activation of its TSPO target. Interestingly, whereas neuron hyperpolarization by
Kv7.2/3 activation has been reported to inhibit neurite growth, consistent with the here observed
downregulation of neuronal and Schwann cell genes, dual activation of the potassium channels
and TSPO by GRT-X results in strong axonotrophic effects. TSPO activation by GRT-X may
thus compensate for Kv7.2/3 mediated inhibition. Indeed, the Kv7.2/3 ligands ICA-27243 and
XE991 significantly inhibited axonal growth in TSPO”- mice. GRT-X thus has an interesting
therapeutic potential by combining neuropathy pain relief via Kv7.2/3 channels with
neuroregenerative benefits via TSPO. The intriguing observation that both the GRT-X and
XBD173 activate the expression of neuron and Schwann cell genes in TSPO” mice strongly
suggests the existence of additional targets of both compounds, and points to the necessity to

genetically invalidate targets for ensuring ligand selectivity.
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Table 2. Comparison of treatment effects on gene expression in DIV4 dissociated DRG
cultures from E13.5 pregnant C57BL/6 and TSPO-KO™" mice.

|| EmbryonicCS7BL/6DRGs | Embryonic TSPO-KO DRGs
_ GRT-X XBDI73 XE991 ICA-27243 EtOH GRT-X XBDI73  XE991 ICA-27243 EtOH
1 1 1 1 : N/A N/A N/A N/A .
1 1 t i - 1 1 1 ! -
e R l _
1 1 ! ! - 1 1 1 -
f 1 ! ! - 1 - - - -
[ rp 1 - - - 1 - ! ! -
BT ¢ 1 - - - 1 1 - - -
1 1 1 ! - - i ! ! -
1 1 l ! - 1 1 ! - -
1 1 - ! - 1 | 1 - -
1 1 - 1 - 1 - ! -
1 1 - ! - - 1 - - -
1 1 - ! - X - - - -
1 1 ! ! - - - - ! -

1 : increased gene expression; | : decreased gene expression; - : no effect on gene expression;
N/A : not applicable for TSPO-KO-/- DRGs because the gene is not expressed

In conclusion, GRT-X exerts its effects through dual targeting of TSPO and Kv7.2/3,
resulting in the stimulation of axonal growth and upregulation of various gene expression
related to myelination, Schwann cell differentiation, and neuronal structure (Scheme I
summarizes our findings). The simultaneous activation of TSPO and Kv7.2/3 by GRT-X
suggests its potential as a therapeutic candidate for nerve lesions and neuropathic pain. Future
studies should explore combined treatments and in vivo nerve lesions to further validate these
effects on axonal growth.

Scheme I. Representation of the GRT-X effects according to our results

|
\ v/
{Q)\

(Bloms-Funke etal., 2022)

Genes involved in
Schwann cell
differentiation

Db, Krow20, CPase

Genes involved in
myelination

Neuronal structure

Thap2a, Stmn2,
peripherin, Ntk

Mpz, Mbp, PIp

The anti-epileptic, anti-hyperalgesic effects of GRT-X described by Bloms-Funke er al. are
probably mediated by the stimulation of axonal growth and modulation of genes involved in
myelination, Schwann cell differentiation and neuronal structure.
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Supplementary Material

Supplementary Material 1: Media compositions and Coverslips’ coating
A- Coverslips’ coating:
Circular plastic coverslips (LFG distribution 174950) were incubated with poly-L-lysine (Sigma
P7890) at a final concentration of 0.05mg/mL in 0.15M Sodium Borate Buffer for 30 mins. After 3
washes (5 minutes each) with PBS 1X, the coverslips were incubated 30 minutes with collagen (R&D
systems 3440-100-01) diluted (1:7) in acetic water, in the presence of 35% Ammonia. After collagen

removal, the resulting thin layer allowed DRG adherence to the coverslips.

B-Media compositions:

% DRG Plating Media

Component Final Concentration Reference
DMEM high glucose Base medium 11960044 Gibco
Glutamax (100X) 1X 35050061 Gibco
Heat inactivated Horse Serum 10% 26050088 Gibco
2.5S NGF 50ng/ml 1156NG R&D
Antibiotic/ Antimycotic (100X) 1X 15240062 Gibco
% Neurobasal Media
Component Final Concentration Reference
Neurobasal Medium Base medium 21103049 Gibco
Glutamax (100X) 1X 35050061 Gibco
2.5S NGF 50ng/ml 1156 NG R&D
B27 supplement (50X) 1X 17504044 Gibco
Antibiotic/ Antimycotic (100X) 1X 15240062 Gibco
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Supplementary Material 2: Primer sequences

Primer name Sequence

Tspo Forward GCCTCCGGTGGTATGCTAG

Tspo Reverse GCGTCCTCTGTGAAACCTC
Kv7.2 Forward CGTGACTATCGTGGTATTCG
Kv7.2 Reverse GCTTCCTGGCAAACTTGAG
Kv7.3 Forward CCCAGTCAAGAGGAACAACG
Kv7.3 Reverse ACGGCCAGAATCAAGCATC

Mpz Forward ATCTCTTTTACCTGGCGCTACC
Mpz Reverse ACTGGATGCGCTCTTTGAAG
Mbp Forward ACTCACACACGAGAACTACCC
Mbp Reverse GGTGTTCGAGGTGTCACAATG
Dhh Forward ATCCACGTATCGGTCAAAGC
Dhh Reverse AGTCACCACGATGTAGTTCCC
Plp Forward AGCAAAGTCAGCCGCAAAAC
Plp Reverse CCAGGGAAGCAAAGGGGG
Krox20 Forward TGCACCTAGAAACCAGACCTTC
Krox20 Reverse TGCCCGCACTCACAATATTG
CNPase Forward ACTCCTTACCTCACGCCATC
CNPase Reverse AGCATTGCTGTTGGACTTGG
Cad19 Forward TGACATAGGGGAGAATGCAGAG
Cadl9 Reverse AAGCTCTTCATCCACATGGC
Tfap2a Forward ACTCCTTACCTCACGCCATC
Tfap2a Reverse AGCATTGCTGTTGGACTTGG
Stmn2 Forward AGGACGAGGGTAAAGAAGAG
Stmn2 Reverse TTGCCACACAGAGAGAAAG
Peripherin Forward GGTGCTCTTCCGTAAGGAC
Peripherin Reverse GCACCTGCTGGCTCTCTAC
Nfh Forward AAGCACCCCACAGACATCAG
Nfh Reverse CCTTGGGAGCTTCGTCTTTC
GAPDH Forward ATCCCATCACCATCTTCCAG
GAPDH Reverse CCATCACGCCACAGTTTCC




Supplementary Figure 1: GRT-X has no effect on PC12 cell viability

Effect of GRT-X on cell viabilty
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In order to assess the effect of GRT-X on cell viability, 2700 PC12 cells were plated per well
in a 96 well plate. Different concentrations of GRT-X (5uM, 10 uM, 15uM, and 20 pM), as
well as their corresponding ethanol concentrations (0.05%, 0.1%, 0.15%, and 0.2%) were added
to the culture medium. After 72h, the cells were incubated with MTT solution which was then
replaced by DMSO. The absorbance was read at 590 nm and the cell viability was then
calculated. Our results show that the different concentrations of GRT-X have no effect on PC12
cell viability. Data represents mean =+ S.D. of four experiments when compared by ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparison.
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Supplementary Figure 2: GRT-X promotes axonal growth in C57BL6/J embryonic DRG
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In order to assess whether GRT-X has an effect on neurite growth or not, E13.5 embryonic DRG
explants were extracted from C57BL6/J mice, treated (GRT-X 10 uM or 0.1% EtOH) and kept
in culture till DIV4. After fixing the explants with 4% PFA and immunostaining them with anti-
NFH, they were mounted on slides and then observed by confocal microscopy. The images
showed the east side of three DRG. (A) : protocol used, (B) non treated DRG, (C) DRG treated
with 10 uM of GRT-X and (D) DRG treated with 0.1% of ethanol, which is the vehicle. The
represented images are shown at 20X. (E ) After Neurite-J quantification an increase in neurite
length and density was observed in GRT-X-treated DRG compared with the other groups.
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Discussion

Le but de cette étude est d’étudier le réle 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 a E13.5 provenant soit de souris
C57BL6/J, soit de souris TSPO-KO. En effet, les cultures primaires de DRG constituent un
systéme idéal pour I'étude de voies moléculaires et cellulaires de nouveaux traitements qui
stimulent la neuroprotection et la régénération axonale (Melli and Hoke 2009).

Dans un premier temps, nous avons mis au point les parametres indispensables a la
poursuite de I'étude : viabilité cellulaire, culture de DRG embryonnaire et immunomarquage
en utilisant I'anticorps NFH.

Pour tester la capacité du GRT-X a 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 modeéle pour cette étude car elles sont largement utilisées in vitro pour
étudier I'apoptose et la différenciation neuronale (Liu, Xu et al. 2010). En présence des
concentrations croissantes de GRT-X (5uM, 10uM, 15uM, 20uM), 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 uM pour poursuivre nos
expériences. Cette concentration de 10 uM a été établie en fonction des concentrations des
autres molécules : XBD173, XE991 et ICA-27243. Ces différents composés ont déja été testés
in vitro et publiés (Wickenden, Krajewski et al. 2008, Padilla, Wickenden et al. 2009, Bader,
Wolf et al. 2019).

Apreés avoir développé la culture cellulaire des DRG embryonnaires, nous avons mis au
point la méthode d’immunomarquage pour évaluer l'efficacité de I'anti-NFH comme
marqueur axonal. Cet anticorps est utilisé comme marqueur des neurofilaments lourds,
surtout dans les études de Iésion axonale et de dégénération (Petzold 2005). Des explants de
DRG ont été extraits d’embryons provenant d’une femelle C57BL/6 gestante a E13.5 et ont été
cultivés jusqu’a DIV4. Les DRG ont ensuite été immunomarqués a I'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 I’anti-NFH. Ainsi,

I’anti-NFH a été utilisé dans toutes les manipulations qui suivent.
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Ensuite, nous avons effectué une expérience préliminaire pour étudier le réle du GRT-X
dans la poussée axonale d’explants de DRG embryonnaires C57BL/6 a E13.5. Pour cela, le
groupe de DRG traités au GRT-X 10uM a été comparé a un groupe non traité et a un autre
traité au véhicule, 'EtOH. Tous les groupes ont été traités a DIV1 et arrétés a DIV4. Les
neurofilamements des DRG ont été marqués a I'anti-NFH et puis visualisés par microscopie
confocale. Les neurites ont ensuite été quantifiés par Neurite). Nos résultats montrent que les
neurites des DRG traités au GRT-X sont plus longs (environ 2000 um) et que le réseau axonal
est plus dense que ceux non traités ou traités au véhicule (environ 1000 um), confirmant ainsi
un effet positif du GRT-X sur la poussée axonale.

Dans un second temps, nous avons comparé I'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 a DIV1 et arrétés a DIV4. Aprés immunomarqguage et quantification par
NeuriteJ, les aires sous la courbe (AUC) ont été calculées par la méthode trapézoidale puis
comparées entre les différents groupes. Nos résultats confirment que le GRT-X augmente la
longueur et la densité du réseau de neurites a DIV4. En effet, le traitement au GRT-X a
provoqué une augmentation significative de ’AUC en comparaison aux autres groupes. En
revanche, XBD173, XE991, ICA27243 et EtOH ne montrent pas d'effet sur la croissance des
neurites. Cependant, I’étifoxine induit une inhibition de la poussée axonale a DIV4 et s’avere
étre toxique pour les cellules, c’est pourquoi elle a été exclue du reste de nos expériences.

Un effet positif de I'étifoxine sur la poussée axonale a été démontré suite a des lésions
nerveuses du nerf sciatique chez le rat adulte (agé 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 I'étifoxine est connue pour agir en tant que modulateur
allostérique positif du récepteur GABAA et comme stimulateur de la production de
neurostéroides suite a sa liaison a TSPO. Cependant, il existe des différences entre les
récepteurs GABAA exprimés par les neurones cultivés a partir de DRG embryonnaires et
adultes. Ces différences sont liées a des changements dans la composition des sous-unités des
récepteurs (Maddox, Valeyev et al. 2004). Ainsi, le role des récepteurs GABAA semble changer
radicalement au cours du développement. Chez I'adulte, les récepteurs GABAA assurent la
médiation de l'inhibition synaptique, alors que chez I’embryon, les récepteurs GABAA sont
excitateurs en raison d’une concentration de chlore intracellulaire élevée (Ben-Ari 2002). De

plus, la dose de 20uM d’étifoxine (dose utilisée dans notre expérience) montre un effet positif
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sur la poussée axonale chez un modéle adulte de rongeur (Girard, Liu et al. 2008) mais inhibe
la poussée axonale dans les DRG embryonnaires. Puisque I’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
I'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 I'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 a DIV4, mais cette derniere serait plutét le résultat de I'activation
concomitante des deux cibles TSPO et Kv7.2/3 par le GRT-X.

L'effet du GRT-X, XBD173, ICA-27243, et XE991 a plus long terme (DIV8) a été ensuite testé
apres un traitement a DIV1 suivi ou non d’un autre traitement a DIV4.
Apreés un seul traitement (DIV8), nos résultats montrent que I’AUC du groupe traité au GRT-X
est significativement supérieure a celle des autres groupes. En effet, '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’a DIV8, alors que tous les autres
traitements n’ont aucun effet.

Suite a deux administrations a trois jours d'intervalle, a une dose de 10 uM, 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 a XBD-173, ligand spécifique de la TSPO. Ces résultats suggérent 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-gPCR les effets des différents
traitements sur I'expression des génes cibles du GRT-X (TSPO, Kv7.2/3), des génes impliqués
dans la myélinisation (Mpz, Mbp, Plp), dans la différenciation des cellules de Schwann (Dhh,

Krox20, CNPase), et dans la structure axonale (Tfap2a, Stmn2, périphérine, Cad19, Nfh). Pour
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cela, des cultures dissociées de DRG embryonnaires provenant de femelles gestantes C57BL/6
a E13.5 ont été mises au point. L'effet du GRT-X 10uM sur I'expression des genes a été comparé
a celui des autres ligands : XBD173, ICA-27243, et XE991 a la méme dose (10uM). Tous les
groupes ont été traités a DIV1 et arrétés a DIV4. Nos résultats de RT-gPCR montrent que le
GRT-X induit une augmentation de I'expression de tous les génes (Tspo, Kv7.2, Kv7.3, Mpz,
Mbp, Plp, Dhh, Krox20, CNPase, Tfap2a, Stmn2, Périphérine, Cad19, et Nfh) en comparaison a
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 modeles expérimentaux d’épilepsie (Bloms-Funke, Bankstahl et al. 2022). Cette
observation serait d( a I'augmentation de I'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 I’hyperalgésie suite au traitement par le
GRT-X (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022). Les mémes auteurs montrent également que le
GRT-X favorise la survie et I'accélération de la régénération des neurones sensoriels et
moteurs, ainsi que I'accélération de la récupération comportementale suite a des lésions
cervicales chez le rat. Ceci pourrait s’expliquer par la stimulation de I'expression de génes
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 a 10 uM, une augmentation de I’expression des mémes genes cités a également été
observée comparativement aux cellules non traitées, et a celles traitées par les composés ICA-
27243 et XE991 a la méme dose (10uM). Cependant, I'activation de ces genes par le GRT-X
reste significativement plus importante. Nous notons une divergence entre I'augmentation de
I’expression du gene Nfh suite au traitement par le XBD173, et I'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 geéne de sa traduction.

Quant au composé XE991, connu comme inhibiteur des Kv7.2/3, une augmentation

significative mais légere de I'expression du Kv7.2 et non du Kv7.3 est observée. En se basant

137



sur les données de la littérature qui montrent que le chromanol 293B, un inhibiteur des Kv7.1,
induit une augmentation de I'expression de ’ARNm du KCNQ1 (McCallum, Greenwood et al.
2009), nous pouvons émettre la méme hypothése. Nous montrons aussi que XE991 inhibe
I'expression de génes impliqués dans la myélinisation (Mpz, Mbp, CNPase) et d’un géne
impliqué dans la structure axonale (Nfh). Cependant aucune différence significative n’est
observée entre les cellules non traitées et traitées par XE991 pour I'expression du reste des
génes impliqués dans la différenciation des cellules de Schwann (Dhh, Krox20), et dans la
structure axonale (Tfap2a, Stmn2, périphérine, Cad19). Ces résultats concordent avec nos
observations par microscopie confocale qui montrent une légére inhibition non significative
de la poussée axonale des DRG traités par le XE991 pour les DRG C57BL/6 a DIV4, et une
inhibition significative pour les DRG TSPO-KO a DIV4.

Le composé ICA-27243, un agoniste des canaux potassiques, augmente significativement
I'expression du Kv7.2, inhibe légerement la poussée axonale et significativement I’expression
des génes impliqués dans la myélinisation et dans la différenciation des cellules de Schwann
(Mpz, Mbp, Krox20, CNPase) et la structure axonale (Tfap2a, Stmn2, Périphérine, Cad19, et
Nfh). En revanche il n’affecte pas I'expression de certains génes 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 1ICA27243 sur la
récupération neuronale suite a des lésions cervicales (Bloms-Funke, Schumacher et al. 2022)n.
Cependant aucune étude moléculaire n’a été effectuée pour montrer la modulation des génes
par le composé ICA27243.

Afin de confirmer I'importance du double mode d’action du GRT-X, et sachant qu’il
n’existe pas d’outil pharmacologique permettant de bloquer I’expression de TSPO, les mémes
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 a celui de ligands connus de TSPO (XBD173) et
des Kv7.2/3 (ICA-27243 et XE991). Tous les groupes ont été traités a DIV1 et arrétés a DIVA.
Aprés immunomarquage, quantification et calcul des aires sous la courbe (AUC), nous ne
montrons pas de différence significative entre les AUC des différents groupes, a I'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 étre d( au double
blocage simultané de TSPO et des Kv7.2/3, ou de I'activation des Kv7.2/3 uniquement, ayant

ainsi un effet inhibiteur sur la poussée axonale. La perte de I'effet positif du GRT-X sur la
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poussée axonale des DRG TSPO-KO confirme que I'effet stimulateur de la molécule observé
chez les DRG C57BL/6 est médié par TSPO. De plus, I'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
I'expression des génes cibles du GRT-X (TSPO, Kv7.2/3) ainsi que sur les génes impliqués dans
la myélinisation, la différenciation des cellules de Schwann et la structure axonale. L'effet du
GRT-X 10uM sur I’expression des génes a été comparé a celui des autres ligands : XBD173, ICA-
27243, et XE991 a la méme dose (10uM). Tous les groupes ont été traités a DIV1 et arrétés a
DIV4. Nos résultats de RT-qPCR confirment que les souris sont TSPO-KO d( a I'absence
d’expression du géne Tspo dans tous les groupes.

Le GRT-X n’a aucun effet sur I'expression du Nfh, concordant avec nos observations
microscopiques. De plus, le GRT-X perd également son effet sur I'expression des genes
impliqués dans la différenciation Schwanienne (Krox20) et la structure neuronale
(périphérine). Cette perte d’effet du traitement confirme I'importance du double mode
d’action. Cependant, il maintient un effet positif sur I'expression des Kv7.2/3 témoignant ainsi
gue les canaux potassiques constituent la deuxiéme cible du GRT-X. De plus, nos résultats
montrent une augmentation de I'expression de genes impliqués dans la myélinisation (Mpz,
Mbp, Plp, Dhh, CNPase) et dans la structure neuronale (Tfap2a, et Cad19) suite au traitement
par le GRT-X. La persistance de la stimulation de I'expression de ces génes par le GRT-X dans
les DRG C57BL/6 et TSPO-KO pourrait s’expliquer par I’éventuelle présence d’une troisieme
cible de la molécule. Cette hypothése devrait étre confirmée par des études moléculaires
poussées.

En ce qui concerne le traitement des cultures cellulaires des DRG embryonnaires traitées par
le XBD173 a 10 uM, nos résultats de RT-qPCR ne montrent aucun effet sur I’expression du Nfh.
Ces résultats coincident avec nos observations microscopiques. De plus, le traitement par le
XBD173 n’affecte pas I'expression de genes impliqués dans la myélinisation (Mbp, Plp) et dans
la structure axonale (Cad19, Stmn2). Contrairement aux cultures dissociées de DRG C57BL/6,
I’'absence d’effet stimulateur du XBD173 sur I'expression de ces genes dans les cultures de DRG

TSPO-KO confirme I'importance de TSPO.
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Les effets des composés XE991 et ICA-27243 sur I'expression des génes observés dans les DRG
TSPO-KO coincident 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 génes observées entre
les DRG C57BL/6 et TSPO-KO pourraient s’expliquer par la différence du contexte génétique
entre les deux espéces de souris, qui pourrait engendrer une différence d’expression des
genes.

Il est important de noter que tous les résultats de microscopie confocale et de RT-qPCR
ne montrent aucune différence significative causée par I'EtOH. Nous pouvons donc confirmer

gue 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 a la fois a TSPO et aux Kv7.2/3. Grace a ce
double mode d’action, le GRT-X stimule non seulement la poussée axonale, mais également
I'expression de genes impliqués dans la myélinisation (Mpz, Mbp, Plp), la différenciation
Schwannienne (Dhh, Krox20, CNPase), et dans la structure neuronale (Tfap2a, Stmn2,
périphérine, Cad19, Nfh). L’activation de ces génes serait donc a I'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, I'augmentation
de I'expression de la majorité des génes étudiés dans les souris Tspo”~ pourrait s’expliquer par
I’éventuelle présence d’une troisieme cible moléculaire du GRT-X qui serait a déterminer. Le
composé XBD173, un ligand spécifique de TSPO, stimule également la poussée axonale et
I’expression des genes préalablement cités. Cependant, I'effet du double mode d’action du
GRT-X reste plus important. En revanche, I'activation des canaux potassiques voltage-
dépendants par le composé ICA27243 inhibe la poussée axonale ainsi que I'expression des
geénes. Ainsi, I'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 Iésions nerveuses, ainsi
gue des douleurs neuropathiques qui en résultent. Les études futures devraient porter sur des
Iésions nerveuses effectuées in vivo en présence ou en absence de GRT-X pour montrer ces

effets sur la poussée axonale.

Génes impliqués dans
la différenciation

Schwanienne
Dhh, Krox20, CNPase

Genes cibles
Tspo, Kv7.2, Kv7.3

GRT-X
(double
mede
d‘action)

4 N\

Effet anti-épileptique, anti-hyperalgésique
(Bloms-Funke et al., 2022)

Génes impliqués dans
la structure neuronale

Tfap2a, Stmn2, Périphérine,
Nfh

Génes impliqués dans
la myélinisation
Mpz, Mbp, Plp

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 génes 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
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Résumeé : 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 a la fois la TSPO et les Kv7.2/3, a été développée par
la compagnie pharmaceutique Griinenthal. Le but de cette thése est d'étudier le réle 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) a 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 a 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 modeéles
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 I'expression des genes impliqués dans le développement, la myélinisation et la poussée axonale par rapport aux
autres groupes. Les mémes expériences réalisées sur les DRG embryonnaires TSPO-KO montrent une diminution de I'efficacité du
GRT-X. Ces résultats montrent I'implication du GRT-X dans la poussée axonale qui est liée a son double mode d'action (TSPO et
Kv7.2/3). Ainsi, le GRT-X serait une cible prometteuse pour le traitement de lésions du systéme nerveux périphérique en favorisant la
poussée axonale par liaison a la TSPO, mais aussi en diminuant la douleur en se liant aux Kv7.2/3 qui régulent I'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 Griinenthal. 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.
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