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Abstract 
The Prss56 gene encodes a serine protease involved in eye pathologies and development in 
humans. Prss56 expression pattern and function in the rest of the central nervous system were 
however unknown. Here, I used a knock-in allele in the mouse, Prss56Cre, carrying a Cre 
recombinase insertion in the locus, to establish the pattern of expression of the gene and to 
trace the derivatives of Prss56-expressing cells. I found that, in the adult mouse, Prss56 is 
specifically expressed in three neurogenic niches: the dentate gyrus (DG), the subventricular 
zone (SVZ) and the hypothalamus ventricular zone (HVZ). In the prospective DG, Prss56 is 
expressed during embryogenesis in a subpopulation of radial glia. Consistently, the pattern of 
migration and differentiation of traced cells during development recapitulates the successive 
steps of DG neurogenesis, including the formation of a subpopulation of adult neural stem 
cells (aNSC). In the SVZ, Prss56 is expressed after birth in a subpopulation of aNSC mainly 
localized in the medial-ventral region of the lateral wall. This subpopulation preferentially 
gives rise to deep granule and calbindin-positive periglomerular cells in the olfactory bulb. 
Finally, Prss56 is also expressed in a subpopulation of alpha2-tanycytes, potential aNSC of 
the adult HVZ. My observations reveal that some traced tanycytes translocate their soma into 
the parenchyma and might give rise to a novel cell type in this territory. In conclusion, this 
study establishes the Prss56Cre line as a novel and efficient tool to study various aspects of 
adult neurogenesis in the mouse. 
 

Résumé 
Le gène Prss56 code pour une sérine protéase impliquée dans le développement de l’œil 
humain et certaines de ses pathologies. Le patron d’expression et la fonction de Prss56 dans 
le reste du système nerveux central sont cependant inconnus. Dans cette étude, j’utilise 
l’allèle murin Prss56Cre, comportant l’insertion de la recombinase Cre au sein du locus, pour 
établir le patron d’expression de ce gène et tracer le devenir des cellules exprimant Prss56. Je 
montre que Prss56 est spécifiquement exprimé dans trois niches neurogéniques : le gyrus 
dentelé (GD), la zone sous-ventriculaire (SVZ) et la zone ventriculaire de l’hypothalamus 
(ZVH). Dans le GD embryonnaire, Prss56 est exprimé par une sous-population de glie 
radiaire. La migration et la différenciation des cellules tracées récapitulent les étapes 
successives de la neurogenèse du GD et l’établissement d’une sous-population de cellules 
souches neurales adultes (CSNa). Dans la SVZ, Prss56 est exprimé après la naissance dans 
une sous-population de CSNa principalement localisée dans la partie médio-ventrale du mur 
latéral. Cette sous-population génère préférentiellement des cellules granulaires profondes et 
des cellules périglomérulaires Calbindin-positives du bulbe olfactif. Enfin, Prss56 est exprimé 
par une sous-population de tanycytes alpha-2, les potentielles cellules souches de la ZVH 
adulte. Je montre que certains tanycytes tracés déplacent leur soma vers le parenchyme et 
pourraient être à l’origine d’un nouveau type cellulaire de ce territoire. A travers ces diverses 
observations, ce travail établit que la lignée Prss56Cre constitue un outil idéal pour l’étude de 
nombreux aspects de la neurogenèse adulte. 
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INTRODUCTION 
 





Les travaux présentés au cours de ce mémoire de thèse décrivent un nouvel outil 

d’étude de la neurogenèse adulte chez la souris, l’allèle Prss56Cre. Ces travaux s’intègrent 

dans le vaste champ disciplinaire de la neurobiologie englobant le développement et la 

plasticité du système nerveux. J’ai réalisé cette étude dans le laboratoire de Patrick Charnay, 

sous la direction de Piotr Topilko, à l’Institut de Biologie de l’Ecole Normale Supérieure 

(IBENS), entre 2011 et 2015. 

Pour introduire cette étude, je présente au cours de cette introduction une synthèse des 

connaissances sur le fonctionnement des cellules souches neurales et de la neurogenèse 

adulte, avec une attention plus soutenue sur certains mécanismes qui m’ont particulièrement 

intéressé au cours de ces quatre années. 

J’ouvre sur quelques généralités présentant les notions de cellules souches, de niches 

neurogéniques et de plasticité. Mes observations m’ayant conduit à l’étude de parties 

anatomiques très variées du système nerveux embryonnaire et adulte, je me permets de 

rappeler brièvement l’organisation et le développement de celui-ci. La deuxième partie de 

l’introduction explore la mise en place et l’organisation de la niche de cellules souches de 

l’hippocampe adulte. La partie suivante décrit les mécanismes qui gouvernent la neurogenèse 

adulte au niveau de la zone sous-ventriculaire et met en exergue l’hétérogénéité des cellules 

souches de cette niche. La quatrième partie est dédiée aux travaux démontrant l’existence 

d’un troisième site de neurogenèse adulte à la base de l’hypothalamus et explore son rôle dans 

le contrôle du métabolisme. 

Je termine par une parenthèse sur des cellules particulières du système nerveux 

périphérique appelées cellules des capsules frontières. Ces cellules sont étrangement à 

l’origine des travaux que j’ai réalisé durant ma thèse sur la neurogenèse adulte. Cette dernière 

partie illustrera parfaitement la sérendipité * essentielle à toute recherche scientifique. 

 

J’espère, cher lecteur, que cette introduction vous permettra de mettre à jour vos 

connaissances sur ce passionnant domaine des cellules souches neurales, piquera votre 

curiosité sur certains aspects et vous permettra de mieux apprécier mes travaux. J’espère que 

vous y trouverez plus que vous ne vous y attendiez. 

 

 
* J’utilise au cours de ce texte l’italique pour indiquer les termes et expressions consacrés (ou difficile à traduire), 

les mots en langues étrangères (anglais, latin et grec) et, comme il est d’usage, le nom des gènes et des allèles murins. Je 

garde l’usage du gras pour les mots clés incontournables. 



1 Organisation, développement et plasticité du système nerveux 

1.1 Des cellules souches 

L’étude du développement des organismes pluricellulaires soulève une simple 

question : comment se forme un individu complexe à partir d’une seule cellule ? Plusieurs 

mécanismes cellulaires fondamentaux permettent de répondre à cette question (Figure 1) : 

- la prolifération cellulaire, responsable de l’augmentation continue du nombre de 

cellules et de la taille de l’embryon ; 

- la régionalisation des cellules en domaines distincts, qui structure les tissus et 

l’organisme selon un schéma stéréotypé ; 

- enfin, la différenciation cellulaire, qui oriente progressivement chaque cellule vers 

une destinée particulière. 

La séquence de ces mécanismes, finement régulée dans chacune des cellules de l’organisme, 

permet d’obtenir les tissus primitifs constituant la base des organismes vertébrés, au cours des 

premières phases du développement (p. ex. ectoderme, endoderme et mésoderme à la fin de la 

gastrulation). Cependant, pour former des tissus fonctionnels, une grande partie des cellules 

perdent leur capacité à se diviser pour remplir des fonctions spécialisées (p. ex. 

communication, respiration, métabolisme, etc.). Pour continuer leur formation, les tissus 

conservent des cellules immatures, appelées cellules souches somatiques, qui sont 

responsables de l’apport constant de cellules spécialisées nécessaire à l’achèvement du 

développement de l’organisme, puis au maintien de son intégrité à l’âge adulte (Figure 1). 

Par définition, une cellule souche est une cellule capable de se maintenir dans un tissu 

et de générer l’ensemble ou une partie des cellules constituant ce tissu. Pour assurer ces 

propriétés, les cellules souches effectuent deux types de division cellulaire : la division 

symétrique qui permet de générer deux cellules identiques et la division asymétrique qui 

permet de générer une cellule spécialisée, tout en maintenant la cellule d’origine dans le tissu 

(Figure 1).  

D’abord présentes dans tous les tissus durant le développement, le nombre de cellules 

souches diminue à la fin de l’embryogenèse et du développement postnatal pour ne se 

maintenir que dans quelques structures particulières chez l’adulte. La surprenante capacité de 

ces cellules souches postnatales et adultes à se maintenir indifférenciées dans un tissu en 

différenciation, puis différencié, nécessite la présence de signaux inhibant le processus 

général de différenciation. Pour ce faire, les tissus forment des structures cellulaires et 
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Figure 1  Cellules souches et division asymétrique. 

Durant le développement précoce, les premières cellules pluripotentes constituant l’embryon subissent des 

phases successives de proliférations symétriques, de régionalisations et de spécifications. Ces cellules originelles 

ne se maintiennent pas et leur identité évolue au cours du temps. A l’inverse, au sein d’un tissu fonctionnel, les 
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cellules souches sont la cible de différents signaux, notamment de position, orientant les cellules filles générées 
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moléculaires appelées niches (Morrison and Spradling, 2008). Ces niches assurent le maintien 

d’un microenvironnement adéquat autour d’une quantité limitée de cellules souches. Elles en 

contrôlent étroitement le nombre et l’activité proliférative, ainsi que le type des dérivés 

générés dans le temps (Figure 1). Elles intègrent pour cela différents signaux extérieurs 

indicateurs de l’état du tissu, de l’organisme et de son environnement (Scadden, 2014).  

Les niches de cellules souches qui persistent à l’âge adulte sont essentielles au maintien et au 

renouvellement de plusieurs tissus, comme le système hématopoïétique (cellules souches de la 

moelle osseuse), la peau (épiderme et follicule pileux), l’intestin (crypte intestinale), les 

muscles ou encore les cellules du mésenchyme (os, cartilage et adipocytes, générés depuis la 

moelle osseuse) (Morrison and Spradling, 2008). Contrairement à ces tissus, le système 

nerveux des vertébrés est un des rares tissus à être principalement constitué de cellules post-

mitotiques qui semblent incapables de se renouveler au cours du temps ou après une lésion. 

 

1.2 Le système nerveux des vertébrés 

1.2.1 Organisation anatomique 

Sur le plan anatomique, le système nerveux des vertébrés est divisé en un système 

nerveux central (SNC) et un système nerveux périphérique (SNP). Le SNC est constitué des 

structures suivantes organisées selon l’axe rostro-caudal (Figure 2) :  

- le télencéphale, contenant entre autres le cortex cérébral, l’hippocampe, 

l’amygdale, le bulbe olfactif, ou encore les ganglions de la base (striatum et 

pallidum) ; 

- le diencéphale, structure abritant notamment le thalamus ; 

- le mésencéphale, qui est constitué de plusieurs noyaux, dont la substance noire ; 

- le rhombencéphale, constitué par le pont, le bulbe rachidien et le cervelet ; 

- et enfin la moelle épinière, partie postérieure d’où émergent les nerfs spinaux. 

Ces structures sont organisées autour d’un système ventriculaire central commun dans lequel 

circule le liquide cérébrospinal. Celui-ci circule également au niveau des méninges qui 

entoure le cerveau. Le SNC est densément irrigué par des vaisseaux sanguins, mais il est isolé 

de la circulation sanguine par la barrière hémato-encéphalique qui assure une séparation 

cellulaire et moléculaire du système. Enfin, le SNC des vertébrés est protégé physiquement 

par la présence des os et des cartilages du crane et de la colonne vertébrale. 

Le SNP est constitué de 10 paires de nerfs crâniens, 30 paires de nerfs spinaux, de 

nombreux ganglions (qui regroupent les corps cellulaires des neurones sensoriels et 



Système nerveux périphérique (SNP)

Figure 2  Organisation du système nerveux central et périphérique.

A, Le système nerveux est constitué d’une partie centrale (SNC), qui contient notamment le cerveau et la moelle épinière, 

et d’une partie périphérique (SNP), constituée des nerfs et ganglions des systèmes nerveux somatique et autonome. B, Des 

structures identiques, mais de tailles et de localisations relatives différentes, se retrouvent dans le cerveau humain et murin. 

C, La moelle épinière se situe dans le prolongement de l’encéphale. Comme le reste du SNC, elle présente une substance 

blanche et une substance grise. Elle est le point d’accroche des nerfs spinaux du SNP. Ceux-ci sont mixtes et composés 

d’une branche ventrale motrice et d’une branche dorsale sensorielle, présentant notamment le ganglion rachidien.
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autonomes) et d’un ensemble de récepteurs présents dans le reste du corps. Il peut être divisé 

sur le plan fonctionnel en une voie motrice, ou efférente, assurant le contrôle du SNC sur les 

muscles, et une voie sensorielle, assurant le retour des informations sur l’environnement et 

l’état du corps vers le SNC. La voie motrice est subdivisée en un système somatique et un 

système autonome, lui-même contenant des fibres nerveuses sympathiques, parasympathiques 

et entériques. Le système somatique sensoriel est constitué des nerfs sensoriels et des 

ganglions sensoriels (Figure 2). 

1.2.2 Principaux types cellulaires du système nerveux adulte 

Le tissu nerveux est constitué de deux types principaux de cellules : les neurones et les 

cellules gliales. Les neurones sont les cellules excitables chargées de traiter et transmettre de 

l’information sous forme de dépolarisations électriques le long de leur membrane. Cette 

information est le plus souvent transmise d’un neurone à un autre par la libération de 

neurotransmetteurs au niveau des synapses. Ces neurotransmetteurs peuvent avoir un effet 

excitateur (ex. du glutamate), inhibiteur (ex. du GABA) ou modulateur (ex. de la dopamine) 

sur le neurone post-synaptique. Les synapses sont réparties le long de deux types de 

prolongements : les dendrites qui reçoivent l’information (input) et l’axone qui transmet cette 

information (output). Via ces prolongements, les neurones sont organisés en réseaux 

hautement interconnectés à travers le SNC. Ils sont hétérogènes et peuvent être classifiés 

selon différentes propriétés (cf. Figure 3). 

La glie est un terme général désignant l’ensemble des cellules supportant la fonction 

des neurones. Il existe pourtant une grande diversité de cellules gliales : astrocytes, 

oligodendrocytes, cellules NG2, cellules de Schwann, cellules engainantes, microglies, etc.  

Les astrocytes assurent différentes fonctions de support et de protection, tels que le maintien 

de la barrière hémato-encéphalique, l’apport de nutriment au tissu nerveux ou le contrôle de la 

balance ionique du milieu extracellulaire. Ils participent de plus à la cicatrisation du tissu 

nerveux et aux processus inflammatoires. Ils jouent un rôle inattendu dans la formation et le 

fonctionnement des synapses et leur importance dans la transmission et le traitement de 

l’information cérébrale commence seulement à être explorée (Araque et al., 2014). Il existe 

deux grandes classes d’astrocytes : les astrocytes fibreux qui ont une forme étoilée et sont 

présents dans la substance blanche et les astrocytes protoplasmiques qui eux ont une forme 

plus touffue, contactent souvent un vaisseau sanguin et sont situés préférentiellement dans la 

substance grise (Figure 3) (Bayraktar et al., 2014). 



Neurones OligodendrocytesAstrocytes

NeuN+ S100β+ Olig2+

HuC/D+ ALDHL1+ APC+

GAD / GluT / etc.+ GFAP+ MBP+

Figure 3  Morphologies et marqueurs moléculaires des principaux types cellulaires du SNC. 

Les neurones sont identifiables par la présence de dendrites et d’un axone dont les ramifications sont 

caractéristiques de leur fonction (ici, neurones à projection du cortex). Les neurones sont identifiables 

par immunohistochimie grâce aux marqueurs dits pan-neuronaux, NeuN et Hu. Les différentes classes de 

neurones sont, elles, distinguées par l’utilisation de marqueurs spécifiques dépendant souvent du type de 

neurotransmetteur utilisé par ces neurones. Les astrocytes protoplasmiques présentent une morphologie 

buissonnante couvrant une zone restreinte autour du corps cellulaire et sont souvent en contact avec un 

vaisseau sanguin. Les oligodendrocytes de la substance blanche présentent un corps cellulaire plus petit 

et de fines extensions parallèles venant myéliniser un ensemble d’axones sur une zone restreinte. NeuN, 

neuronal nuclei ; HuC/D, membres C et D de la famille des protéines Hu (RNA-binding protein) ; GAD, 

glutamic acid decarboxylase (spécifique des neurones GABAergique) ; GluT, glutamate transporter 

(neurones glutamatergique) ; GFAP, glial fibrillary acidic protein ; ALDH1L1, aldehyde dehydrogenase 

1 family, member L1, ; Olig2, oligodendrocyte transcription factor 2 ; APC, adenomatous polyposis coli 

protein ; MBP, myelin basic protein.



Les oligodendrocytes sont des cellules capables de former la gaine de myéline, une gaine 

isolante assurant la conduction saltatoire de l’influx électrique le long des axones. Ces cellules 

sont principalement situées dans la substance blanche et sont capables de myéliniser plusieurs 

axones simultanément autour d’une certaine zone (Figure 3). Ils sont générés par des 

précurseurs d’oligodendrocytes qui expriment le protéoglycane NG2 (neural/glial antigen2). 

Ces cellules NG2 semblent constituer un type glial à part entière et exercent des fonctions 

additionnelles à celle de précurseur d’oligodendrocyte. Elles pourraient notamment constituer 

un type particulier de cellules souches latentes du SNC (Richardson et al., 2011). 

Dans le SNP, la myélinisation est assurée par les cellules de Schwann qui s’enroulent autour 

d’un unique axone au niveau des nerfs. Des cellules de Schwann non-myélinisantes sont 

également présentes autour des axones de faible diamètre. 

Les cellules engainantes du système olfactif (olfactory ensheathing cells, OEC) sont un type 

particulier de cellules gliales du nerf olfactif et du bulbe olfactif. Les OEC possèdent des 

propriétés à mi-chemin entre cellules de Schwann et astrocytes. Elles sont notamment 

impliquées dans le guidage des axones des neurones récepteurs de l’épithélium olfactif vers 

le SNC (Su and He, 2010). Leurs propriétés surprenantes leur permettent d’autre part de 

faciliter la régénération axonale lorsqu’elles sont transplantées sur le site d’une lésion, par 

exemple après une section de la moelle épinière (Su and He, 2010; Tabakow et al., 2014). 

Enfin, la microglie est un type de cellule dérivé des macrophages qui joue le rôle de cellules 

immunitaires du SNC. La microglie est importante pour la phagocytose des cellules mortes 

durant le développement et la vie adulte (Sierra et al., 2010). En cas de lésion du SNC, elles 

changent d’état pour devenir activées et sécrètent alors des cytokines pro-inflammatoires. Ces 

cellules sont aux centres des processus d’inflammation et de nombreuses pathologies 

neurodégénératives (Tang et al., 2015). 

1.2.3 Développement du système nerveux 

Le tissu nerveux se forme à partir d’un feuillet primitif, le neuroectoderme, spécifié 

dans la partie dorsale de l’embryon en fin de gastrulation. Durant la neurulation, ce feuillet se 

referme en un tube neural qui va donner naissance aux structures du SNC (Figure 4A). Les 

bords du neuroectoderme ont un devenir différent : ils se rejoignent dans la partie dorsale lors 

de la fermeture du tube et vont constituer la crête neurale, structure à l’origine entre autres 

des dérivés neuronaux et gliaux du SNP (Figure 4A). La fermeture du tube conduit à la 

formation d’un canal central qui est à l’origine du système ventriculaire.  
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Figure 4  Les différentes étapes de développement du système nerveux. 

A, Le tissu nerveux se forme à partir de l’ectoderme dans la partie dorsale de l’embryon. Au cours de la neurulation, ce 

neuroectoderme se replie pour former le tube neural et la crête neurale. B, La partie antérieure du tube neural forme trois, puis 

cinq vésicules qui vont donner naissance aux différentes parties du SNC. La cavité formée par la fermeture du tube donne 

naissance au système ventriculaire. C, Les différentes structures du SNC antérieur sont régionalisées depuis trois centres 

organisateurs principaux (en rouge) par la sécrétion de molécules diffusibles appelées morphogènes (FGF en orange et SHH 

en vert). ZLI, zona limitans intrathalamica ; ANR antérior neural ridge ; IsO, organisateur de l’isthme ; Tel, télencéphale ; 

Hy, hypothalamus ; M, mésencéphale ; Rh, rhombencéphale ; Me, moelle épinière.
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Durant la suite du développement, la partie antérieure du tube neural forme rapidement trois 

vésicules primitives (Figure 4B) : le prosencéphale, le mésencéphale et le rhombencéphale. 

Le prosencéphale se divise ensuite en trois vésicules cérébrales : les deux vésicules 

symétriques du télencéphale et le diencéphale. Le télencéphale se subdivise en pallium qui 

donnera naissance aux différentes régions du cortex (comme l’hippocampe) et en subpallium 

qui donnera naissance aux ganglions de la base (striatum et pallidum) (Figure 5B). La partie 

postérieure du tube formera la moelle épinière autour du canal de l’épendyme (Figure 4B). 

 La formation correcte de ces différentes vésicules et de leurs futures régions est 

dépendante de l’établissement de gradients de morphogènes qui segmentent le tube neural 

selon les axes antéro-postérieur et dorso-ventral (Figure 4C). Les morphogènes sont des 

molécules diffusibles qui activent les voies de signalisation nécessaires à l’identification et à 

la spécification des tissus (Shilo et al., 2013). Ils sont produits à partir de différents centres 

organisateurs selon une dynamique spatio-temporelle critique pour la formation correcte des 

différentes régions du SNC. Par exemple, la régionalisation du prosencéphale est induite par 

l’action croisée des FGFs (Fibroblast growth factor) produits au niveau de sa partie 

antérieure, des Wnts (Wingless) et BMPs (Bone morphogenetic proteins) qui sont produites 

dans sa partie dorso-médiale, et enfin du SHH (Sonic hedgehog) produit dans sa partie 

ventrale (Figure 4C et 5A) (Rowitch and Kriegstein, 2010). C’est également sous l’action de 

ces morphogènes que débute de façon régionalisée la neurogenèse embryonnaire au niveau 

de la paroi du tube neural. 

1.2.4 La neurogenèse embryonnaire 

La neurogenèse est définie comme l’ensemble des mécanismes qui conduisent à la 

formation d’un neurone fonctionnel intégré dans un circuit neuronal. Avec un sens plus large, 

elle désigne également la formation d’un système nerveux mature, comprenant alors la 

formation des cellules gliales et la maturation des réseaux neuronaux. Chez la souris, la 

neurogenèse débute à partir du 10ème jour de développement embryonnaire (E10) dans 

l’ensemble du neuroectoderme et se prolonge jusqu’aux premières semaines après la 

naissance dans certaines structures (neurogenèse dite postnatale ou protracted - prolongée) 

(Bonfanti, 2013). 

Le neuroectoderme est initialement constitué d’une couche monocellulaire de cellules 

neuroépithéliales en intense prolifération (Figure 5C). Au début de la neurogenèse, ces 

cellules se différencient en cellules de glie radiaire. Les glies radiaires sont des cellules 

polarisées : elles présentent un corps cellulaire dans la zone ventriculaire, un contact avec le 



Figure 5  Les glies radiaires, élément central de la neurogenèse embryonnaire.

A, Différentes signalisations provenant de quatre centres organisateurs régionalisent le télencéphale durant l’embryogenèse 

(Rowitch and Kriegstein, 2010). B, La localisation des différentes structures embryonnaires du télencéphale, vu en coupe 

coronale. C, Après une phase de prolifération, les précurseurs du neuroépithélium se différencient en cellules de glie 

radiaire (GR). Au niveau du cortex, une GR génère successivement les neurones pyramidaux des couches profondes, puis 

superficielles (neurogenèse dites inside-out). Vers E17,5, la neurogenèse laisse la place à une gliogenèse (astrocytes et 

oligodendrocytes). Après la naissance, les GR disparaissent pour laisser place à une fine couche de cellules épendymaires 

bordant les ventricules. Certaines GR vont néanmoins conserver leurs propriétés souches et générer des cellules 

souches neurales adultes de la SVZ. Ast, astrocytes ; C1-6, couche corticale ; CR, cellule de Cajal-Retzius ; CSNa, 

cellule souche neurale adulte ; Ep, cellule épendymaire ; GR, glie radiaire ; MNI, mouvement nucléaire intercinétique ; 

Olig, oligodendrocytes ; PC, plaque corticale ; PI, précurseur intermédiaire ; PN, précurseur neuroépithélial ; PS, plaque 

sous-corticale ; inf. Pyr, neurone pyramidal des couches inférieures (C5-6) ; sup. Pyr, neurone pyramidal des couches 

supérieures (C2-4) ; VS, vaisseau sanguin ; ZM, zone marginale ; ZSV, zone sous-ventriculaire ; ZV, zone ventriculaire.   

Adapté de (Kwan et al., 2012) avec les données de (Guo et al., 2013).
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système ventriculaire au travers d’un cil primaire et étendent un long prolongement vers la 

surface apicale du tissu nerveux. Durant la neurogenèse, elles constituent non seulement le 

support de la migration radiale des neurones immatures (neuroblastes) mais sont aussi les 

cellules souches à la source de la quasi-totalité des neurones et cellules gliales du SNC 

(Figure 5C) (Malatesta and Götz, 2013). Elles expriment un ensemble de gènes 

caractéristiques, tels que Nestin, Sox2 et RC2. Par des mouvements nucléaires intercinétiques, 

la position de leur noyau est dépendante de la phase du cycle cellulaire et elles effectuent 

leurs divisions au niveau de la zone ventriculaire (Figure 5C). Bien qu’elles soient capables 

de générer directement un neurone immature, une majorité d’entre elles génèrent des 

précurseurs intermédiaires qui prolifèrent transitoirement au niveau de la zone sous 

ventriculaire avant de se différencier en neurones (Figure 5C). 

Les glies radiaires sont régionalisées à travers le neuroépithélium en territoires 

spécifiés pour générer différentes populations neuronales et gliales. Comme mentionné 

précédemment, cette régionalisation passe par les gradients de morphogènes qui structurent le 

SNC (Figure 4C et 5A). Au niveau du prosencéphale, quatre régions se distinguent le long de 

l’axe dorso-ventral : le pallium, l’éminence ganglionnaire latérale (LGE), l’éminence 

ganglionnaire médiane (MGE) et le septum (Figure 5B). Les glies radiaires du pallium vont 

générer les différentes populations des neurones de projection du cortex (Figure 5C). Celles 

du LGE vont produire les interneurones du striatum et du bulbe olfactif, alors que celles du 

MGE fournissent les interneurones du cortex ainsi que les neurones à projection du pallidum 

et de certaines structures de la base du cerveau (Bayraktar et al., 2014). Les neurones 

immatures générés par ces structures embryonnaires rejoignent leur destination par migration 

radiale pour les neurones à projection (Figure 5C) ou tangentielle pour les interneurones. 

Ce patron de différenciation est également contrôlé dans le temps. Ainsi, les glies 

radiaires du pallium produisent initialement des neurones des couches profondes (E11-E13) 

avant de générer des neurones des couches superficielles (E14-E16) (neurogenèse dites 

inside-out, Figure 5C). Les cellules gliales sont ensuite produites vers la fin du 

développement embryonnaire – les premiers astrocytes sont détectés vers E16 et les premiers 

oligodendrocytes à la naissance (P0) – jusqu’aux premières semaines de développement 

postnatal chez la souris (Bayraktar et al., 2014).  

Une seule même glie radiaire est-elle capable de générer successivement ces différents 

dérivés au cours de sa vie ? En suivant le devenir de glies radiaires à l’échelle clonale, par 

l’utilisation d’une lignée Cre-inductible avec un faible taux de recombinaison (Magavi et al., 

2012) et l’utilisation de la lignée rapportrice confetti (Guo et al., 2013), deux études récentes 



ont pu démontrer qu’une même glie radiaire du pallium est en effet capable de générer 

successivement in vivo des neurones de différentes couches, puis des oligodendrocytes et des 

astrocytes. Il coexisterait cependant des glies radiaires au potentiel plus restreint, puisque les 

auteurs observent également des clones ne contenant qu’un seul type cellulaire. 

Les glies radiaires constituent ainsi les cellules souches centrales du développement et 

de la neurogenèse du SNC (Malatesta and Götz, 2013). Chez les mammifères, leur disparition 

progressive après la naissance coïncide avec une diminution de la prolifération cellulaire à 

travers le tissu nerveux. Celui-ci continue pourtant d’évoluer à différentes échelles. 

1.3 Plasticité du système nerveux et découverte de la neurogenèse adulte. 

Les premiers neuroanatomistes émirent hypothèse – qui devint un dogme – selon 

laquelle le système nerveux adulte est immuable et qu’à l’inverse de nombreux tissus les 

cellules neuronales ne se renouvellent pas. Les cinquante dernières années de recherche en 

neurosciences ont peu à peu renversé ce dogme et montré que les mécanismes du 

développement laissent place à des mécanismes de plasticité (Figure 6).  

La plasticité est une propriété permettant à une structure de se modifier sous une action 

extérieure et de conserver par la suite cette modification (à l’inverse de l’élasticité). Après la 

naissance, le système nerveux est extrêmement plastique, ce qui permet une phase de 

maturation des réseaux neuronaux nécessaire à l’apprentissage des capacités motrices, 

cognitives et émotionnelles de l’individu, de l’enfance à l’adolescence. Chez l’adulte, la 

plasticité du système nerveux devient plus limitée mais reste nécessaire à de nombreuses 

fonctions incluant l’apprentissage, la mémorisation ou encore la régénération fonctionnelle 

après un traumatisme. Cette plasticité passe notamment par la modification et la 

réorganisation des synapses qui forment les réseaux neuronaux (Figure 6) (Castrén and Hen, 

2013).  

Plus étonnement, certaines structures cérébrales présentent une forme supplémentaire 

de plasticité : leurs fonctions nécessitent la formation et l’intégration continue de nouveaux 

neurones au sein de leurs réseaux, ce qui implique le maintien d’une neurogenèse adulte 

(Lledo et al., 2006). L’étude intensive de la plasticité neurale de ces structures a conduit à 

l’identification et à la caractérisation des niches de cellules souches neurales adultes du SNC 

des vertébrés (Figure 6).  

La découverte et la caractérisation de ces cellules souches neurales et de la neurogenèse 

adulte sont allées de paire avec la mise au point de techniques spécifiques permettant 

d’étudier des mécanismes caractéristiques du développement (i.e. prolifération, spécification, 



Figure 6  Différentes formes de plasticité du système nerveux.

Il existe plusieurs échelles de plasticité au sein des réseaux neuronaux :

- La plasticité neuronale désigne l’ensemble des modifications intervenant au sein d’un neurone. Elle inclut notamment 

sa capacité à modifier avec l’expérience la force de ses connexions synaptiques (plasticité synaptique), leurs nombres et 

leurs localisations. Ces modifications changent la façon dont le neurone intéragit avec le réseau et, à l’échelle de plusieurs 

neurones, la façon dont ce réseau traite l’information. A plus long terme, l’expression des gènes est affectée, notamment 

à travers des modifications de conformation de la chromatine. 

- Certaines structures du système nerveux abritent des niches de cellules souches permettant une plasticité neurale. En 

condition physiologique ou pathologique, ces niches apportent de nouveaux composants cellulaires (glies ou neurones) 

qui viennent durablement modifier le réseau. A l’inverse, les cellules du système nerveux inutilisées sont éliminées par 

apoptose.

- Enfin, l’utilisation d’un même réseau neuronal est suceptible d’évoluer avec le temps. La perte de la vue entraine par 

exemple une réattribution des aires visuelles du cortex vers le traitement d’autres informations sensorielles, telle l’ouïe. Ce 

mécanisme assure un certain niveau de plasticité fonctionnelle au système nerveux (plasticité cérébrale). Schéma adapté 

de (Castren and Hen, 2013).
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migration et différenciation) dans un tissu adulte fonctionnel (Figure 7). En 1965, Altman et 

Das sont parmi les premiers à utiliser l’incorporation de la Thymidine tritiée durant la division 

cellulaire pour démontrer l’apparition de nouvelles cellules neurales chez le rat adulte 

(Altman and Das, 1965). Dans les années 90, L’isolation de cellules souches neurales adultes 

in vitro (Reynolds and Weiss, 1992) et leurs réimplantations dans le tissu adulte pour suivre 

leur comportement (Lois and Alvarez-Buylla, 1994) furent essentielles pour faire accepter la 

présence d’une neurogenèse adulte continue chez les mammifères. Suite à ces premières 

expériences, l’utilisation du BromodeoxyUridine (BrdU, un analogue de la thymidine non-

radioactif), qui permet de marquer et suivre spécifiquement des cellules nouvellement 

générées par division cellulaire, a contribué à l’accélération des découvertes dans ce domaine 

(Figure 7). Enfin, la caractérisation des marqueurs immunohistochimiques des cellules 

immatures et les différentes techniques de traçage conditionnel, notamment la génération d’un 

véritable arsenal de souris génétiquement modifiées, vinrent plus récemment compléter ces 

approches (Figure 7).  

Grâce à l’ensemble de ces découvertes, il est désormais accepté que – bien qu’il existe 

différentes populations de précurseurs gliogéniques distribuées à travers le cerveau – seules 

quelques niches isolées de cellules souches neurales sont capables de maintenir une 

neurogenèse adulte nécessaire au bon fonctionnement du SNC (Ming and Song, 2011; 

Bonfanti, 2013). Chez la souris, modèle d’étude utilisé durant ma thèse, deux niches 

neurogéniques majeures sont décrites : 

- la zone sous-granulaire (SGZ) du gyrus dentelé (GD) de l’hippocampe qui génère 

des neurones granulaires du GD ; 

- et la zone ventriculaire/sous-ventriculaire (SVZ) des ventricules latéraux qui génère 

des neuroblastes (neurones immatures) qui migrent à travers le cerveau antérieur 

pour se différencier en différents types d’interneurones du bulbe olfactif (BO). 

 

 



Figure 7  Principales techniques utilisées pour l’étude de la neurogenèse adulte. 

A, L’administration de BrdU permet de marquer les cellules issues d’une division cellulaire dans une période de temps donnée. 

B, Le test des neurosphères permet d’évaluer in vitro la capacité des cellules d’une structure à proliférer et à générer différents 

dérivés et est donc un test indicateur de la présence de cellules souches ou progénitrices. C, Les systèmes de traçage basés sur le 

système Cre-lox permettent de suivre le lignage cellulaire de population exprimant un gène déterminé. Ces constructions peuvent 

être intégrées au génome par transgenèse ou knock-in (lignées génétiquement modifiées) ou, ponctuellement, via  injection de 

virus recombinant (cf. D). D, Le traçage d’une population de glies radiaires postnatales par injection localisée d’adénovirus 

permet d’évaluer leur capacité à générer des cellules souches chez l’adulte et de suivre spécifiquement les différents dérivés 

générés par ces dernières.
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2 La neurogenèse de l’hippocampe 

2.1 Organisation et fonctions du gyrus dentelé de l’hippocampe 

L’hippocampe est une structure de l’archicortex rattachée au système limbique. Chez 

les rongeurs il présente une forme incurvée, s’étendant du septum dans sa partie antérieure 

dorsale, au cortex temporal dans sa partie postérieure ventrale (Figure 8A). Il est formé  de 

trois sous-structures principales : CA1, CA3 et le GD. L’hippocampe présente des couches de 

neurones excitateurs parmi les plus denses et les mieux stratifiées du SNC (Figure 8B). Ces 

neurones forment un réseau centré sur une boucle tri-synaptique (Figure 8C). L’hippocampe 

est connecté au reste du cerveau par le cortex entorhinal (voie d’entrée en provenance des 

cortex somatosensoriels et associatifs), le subiculum (voie de sortie vers le cortex) et la 

fimbria (qui le connecte, entre autre, à l’hippocampe controlatéral, au thalamus, à l’amygdale, 

aux noyaux du septum et aux corps mamillaires de l’hypothalamus) (Figure 8C). 

L’hippocampe est impliqué dans la consolidation de l’information, la mémoire à court et 

long-terme et la navigation spatiale. Il joue également un rôle dans le contrôle du stress, de 

l’anxiété et des émotions (Rolando and Taylor, 2014). 

Le GD constitue la structure d’entrée de l’information dans l’hippocampe (Amaral et 

al., 2007). Il est composé de trois couches : la couche moléculaire, la couche granulaire et le 

hile (cf. Figure 11). La couche granulaire est presque exclusivement composée de neurones 

granulaires densément compactés. Ce sont les principaux neurones excitateurs du GD. Leur 

corps cellulaire se situe dans la couche granulaire et leurs dendrites arborisent la couche 

moléculaire où elles reçoivent les fibres afférentes du cortex entorhinal (voie perforante, 

Figure 8C). Les axones quittent le corps cellulaire par le hile et forment la fibre moussue non-

myélinisée en direction de CA3. Ils effectuent des connexions « en passant » avec les 

neurones pyramidaux de CA3 au niveau d’imposants boutons synaptiques où ils sécrètent 

principalement du glutamate. En plus des neurones granulaires, il existe de nombreuses 

populations d’interneurones réparties dans les différentes couches du GD (Amaral et al., 

2007). Enfin, la partie inférieure de la couche granulaire, appelée zone sous-granulaire (SGZ) 

contient une niche de cellules souches neurales adultes qui génère de nouveaux neurones 

granulaires tout au long de la vie postnatale et adulte (Figure 8C et 11).  

 



Figure 8  Localisation, anatomie, populations et connexions du gyrus dentelé de l’hippocampe.

A, L’hippocampe est une structure symétrique courbe, située sous le cortex dans la partie postérieure du cerveau. Il présente, 

chez le rongeur, un pôle dorsal et un pôle ventral. B, En coupe, l’hippocampe possède une structure caractéristique constituée 

de deux V intercalés, correspondant aux champs ammoniens (CA1 et CA3) et au gyrus dentelé. C, Le gyrus dentelé constitue le 

point d’entrée de l’information synaptique. Les cellules granulaires (en rouge) reçoivent des connexions synaptiques provenant 

du cortex via la voie perforante (en violet). Les axones des cellules granulaires, aussi appelés fibre moussue (Mossy fiber), 

établissent des synapses excitatrices avec les cellules pyramidales de CA3 (en bleu). Celles-ci transmettent vers les cellules 

pyramidales de CA1 (en vert) via les collatérales de Schaffer. A leur tour, les cellules de CA1 renvoient l’information traitée 

vers le cortex entorhinal. Ce circuit principal constitue ainsi une boucle tri-synaptique fermée entre le cortex entorhinal, le gyrus 

dentelé, CA3 et CA1 (flèches blanches). La fimbria est la seconde voie d’entrée et de sortie de l’hippocampe. A travers cette 

bande de matière blanche, principalement constituée d’axones myélinisés, l’hippocampe est en interaction avec le thalamus, 

l’hypothalamus, les noyaux du septum, l’amygdale et l’hippocampe controlatéral. Au cœur de l’hippocampe, seuls les axones 

granulaires du gyrus dentelé sont renouvelés au cours de la vie adulte (bleu clair-violet-rouge).
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2.2 Développement du gyrus dentelé et mise en place de la niche neurogénique adulte 

Chez la souris, le GD se forme durant une période étendue du 13ème jour de 

développement embryonnaire (E13) jusqu’au quinzième jour du développement postnatal 

(P15) (Yu et al., 2014). Comment cette structure du cortex maintient-elle des cellules souches 

actives jusqu’à l’âge adulte ?  

2.2.1 Spécification du gyrus dentelé par le cortical hem 

Le GD est spécifié à partir de la partie médiane du pallium par le cortical hem (ou 

ourlet cortical), situé dans la partie ventrale du pallium médian (Figure 5A, B et 9). Ce centre 

organisateur secrète des morphogènes responsables de l’expression régionalisée de facteurs de 

transcription (p. ex. Emx1/2, Pax6, Lhx2, Lef1, etc.) déterminants pour l’identité des 

structures du pallium (Subramanian et al., 2009). Le cortical hem spécifie d’un côté le plexus 

choroïde (via la signalisation BMPs) et de l’autre l’hippocampe (signalisation impliquant 

Wnt3a) (Figure 9) (Mangale et al., 2008). Dans un second temps, il spécifie le territoire du 

GD dans la partie proximale de l’hippocampe, notamment par l’activation Wnt-dépendante du 

facteur de transcription Lef1. Cette signalisation en provenance du cortical hem agit à la fois 

sur la prolifération des progéniteurs neuraux du GD et sur la formation des échafaudages de 

glie radiaire (radial glial scaffold) nécessaires à la morphogenèse particulière de cette partie 

du cortex (Subramanian et al., 2009; Hodge et al., 2013; Urbán and Guillemot, 2014). 

2.2.2 Neurogenèse du gyrus dentelé embryonnaire 

Contrairement à la formation du cortex, où la neurogenèse se fait majoritairement 

depuis des glies radiaires situées dans la zone ventriculaire, la neurogenèse du GD s’effectue 

depuis différentes matrices neurogéniques qui se forment progressivement à distance de la 

zone ventriculaire (Urbán and Guillemot, 2014). Durant les premières phases de neurogenèse, 

les futures cellules du GD migrent depuis la zone ventriculaire et forment une dentate 

migratory stream (ou DMS) vers le gyrus en formation. Les progéniteurs neuraux 

s’accumulent au niveau de la jonction entre la fimbria et le gyrus et formeraient alors une 

seconde matrice neurogénique (Figure 10A). Progressivement, des progéniteurs neuraux 

s’établiraient à l’intérieur du GD et constitueraient vers la naissance une troisième matrice 

neurogénique au niveau du hile. D’autre part, certaines études décrivent la formation d’une 

zone subpiale de progéniteurs dans la partie externe du gyrus en formation (Figure 10A) (Li 

et al., 2009; Hodge et al., 2012).  

Les progéniteurs présents dans ces différentes matrices neurogéniques génèrent des 

neurones granulaires immatures de façon continue durant le développement embryonnaire et 
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Figure 9  Développement du gyrus dentelé à partir du pallium médian.
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postnatal (Hodge et al., 2013). Ces neurones granulaires immatures se rassemblent en une 

couche granulaire discernable à partir de E17,5 (Figure 10A).  

2.2.3 Facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la neurogenèse 

embryonnaire du GD 

Au cours de leur différenciation, les progéniteurs de neurones granulaires expriment 

plusieurs facteurs de transcription (p. ex : Sox2, Neurogenin 2, Tbr2, NeuroD, Prox1, etc.). 

Trois gènes clés dans le contrôle de ce processus ont été identifié : Sox2, Tbr2 et Prox1 

(Sugiyama et al., 2013) ; (Hodge et al., 2013). 

Sox2 est exprimé par les glies radiaires et les cellules souches du GD postnatal et est 

requit pour la maintenance des cellules souches durant le développement, notamment par la 

régulation de la signalisation SHH (Favaro et al., 2009). Ces glies radiaires Sox2+ génèrent 

des neurones immatures, à la fois par différenciation directe et par la production de 

progéniteurs intermédiaires exprimant le facteur de transcription Tbr2 (T-box brain 2). Ces 

progéniteurs intermédiaires prolifèrent activement au niveau des différentes matrices 

neurogéniques avant de se différencier à leur tour (Hodge et al., 2012). L’inactivation de Tbr2 

conduit à une neurogenèse aberrante du GD embryonnaire et postnatal (Hodge et al., 2012; 

2013). Enfin, les neurones immatures post-mitotiques expriment le facteur de transcription 

Prox1 (Prospero homeobox 1) qui est nécessaire à établir leur identité de neurone granulaire 

du GD et permet de les différencier des neurones pyramidaux de CA3 ou CA1 (Iwano et al., 

2012).  

2.2.4 Les glies radiaires du GD : échafaudage glial à l’origine des cellules souches 

adultes ? 

Après la naissance, les différentes populations de progéniteurs des matrices primaire, 

secondaire et tertiaire diminuent et laissent place à une unique zone neurogénique sous-

granulaire, de sorte que, à l’âge adulte, la neurogenèse des neurones granulaires provient 

exclusivement de cellules souches établies dans la SGZ (Figure 10A) (Urbán and Guillemot, 

2014). Il n’est pas clair si cette réorganisation des zones neurogéniques est due à une 

différenciation des progéniteurs ou à une migration de ceux-ci vers la SGZ.  

Pour comprendre l’origine de ces cellules souches adulte, plusieurs études se sont 

penchées sur l’évolution des glies radiaires du GD (Xu et al., 2014). Les premières glies 

radiaires spécifiées pour former le GD expriment différents marqueurs caractéristiques 

(Nestin, Sox2, GLAST (glutamate aspartate transporter), RC2 (Radial glial cell marker-2) et 

BLBP (Brain Lipid Binding Protein), etc.) (Brunne et al., 2010) auxquels s’ajoute vers E15 le 
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Figure 10. Le développement du gyrus dentelé repose sur trois matrices neurogéniques générant différentes 

phases de migrations et de neurogenèses. 

A, Le neuroépithélium du GD (dNe) est spécifié vers le treizième jour du développement embryonnaire (E13) entre 

l’hème cortical (HC) et le futur hippocampe (hNe). Les cellules progénitrices du GD (en rouge) situé au niveau de la zone 

ventriculaire (ZV) génèrent une vague de migration vers le gyrus en formation à partir de E14. Cette migration (formant la 

dentate migratory stream, DMS) est constitué de cellules progénitrices et de neurones immatures (en bleu). Ces derniers 

forment progressivement la future couche granulaire (CG). Une fois arrivée dans le GD, les cellules progénitrices se 

répartissent au niveau du hile et d’une zone subpiale (ZSP) entourant la CG. Elles continuent à générer localement des 

neurones granulaires. A partir de la naissance, les cellules de la ZSP et du hile migreraient vers la  partie inférieure de la 

CG. Elles formeraient la zone neurogénique adulte sous-granulaire (ZSG). 

B, Les glies radiaires constituent la population centrale de ce développement. Elles sont à la fois les cellules souches 

progénitrices initiales et l’échaffaudage sur lesquelles les cellules progénitrices et les neurones immatures migrent. Au 

début localisées au niveau de la ZV (vert pâle), l’échaffaudage glial se déplace durant le développement embryonnaire au 

niveau de la jonction entre la fimbria et le GD (JFD, en cyan), puis progressivement s’établit au niveau du hile et de la ZSG 

après la naissance (vert sombre). Les glies radiaires expriment progressivement différents marqueurs gliaux spécifiques 

comme GFAP ou BLBP. Elles forment donc trois échafaudages successifs essentiels à la morphogenèse du GD et à la 

formation de la niche adulte. Schémas partiellement adaptés de (Hodge et al., 2013).
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marqueur GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) qui est plus spécifique de cette partie du 

neuroépithélium (Figure 10B) (Barry et al., 2008). Comme pour l’ensemble du cortex, les 

glies radiaires du GD constituent à la fois la source des neurones excitateurs du GD et 

l’échafaudage le long duquel ces neurones migrent. Elles sont centrales pour la neurogenèse 

et la morphogenèse correctes du GD (Barry et al., 2008; Xu et al., 2014). A l’inverse du reste 

du cortex, l’architecture gliale du GD se modifie au cours du développement pour former 

trois échafaudages successifs (Brunne et al., 2010). Ces trois phases semblent refléter 

l’évolution des matrices neurogéniques décrites dans les paragraphes précédents, cependant le 

lien entre les deux n’a pas été clairement établi (Figure 10B) : 

- l’échafaudage initial longe la fimbria pour rejoindre le gyrus en formation ; 

- un second échafaudage glial apparaît à mesure que le gyrus prend forme et s’étend de la 

jonction fimbria - gyrus jusqu’à la zone piale du GD ; 

- après la naissance, un troisième échafaudage glial se forme entre le hile et la couche 

moléculaire.  

Durant la formation de ces différents échafaudages, les cellules radiales conservent 

l’expression de marqueurs caractéristiques (tels que GFAP, Nestin, GLAST, BLBP, etc.) que 

l’on retrouvera également chez les cellules souches adultes (Li et al., 2009; Brunne et al., 

2010). Malgré cette continuité des marqueurs immunohistochimiques, il n’existe pas encore 

de démonstration par traçage génétique que ces trois échafaudages représentent un seul et 

même lignage continu de glie radiaire menant à la formation des cellules souches adultes 

(Figure 10B). Il est cependant supposé que les cellules souches adultes se forment à partir des 

glies radiaires composant le troisième échafaudage glial, entre P10 et P21 chez la souris (Xu 

et al., 2014; Yu et al., 2014). Les glies radiaires qui ne se maintiennent pas dans la SGZ se 

différencieraient parallèlement en astrocytes de la couche moléculaire (Brunne et al., 2010). 

Les facteurs qui contrôlent l’établissement des cellules souches dans la SGZ durant cette 

phase de transition ne sont pas encore connus. Le facteur de transcription NFIX (Nuclear 

Factor 1 X) semble nécessaire à ce contrôle car l’inactivation du gène Nfix conduit à un défaut 

de positionnement des cellules souches au niveau de la SGZ au stade P20 (Martynoga et al., 

2013).  

D’autre part, il n’est pas évident que toutes les glies radiaires du GD embryonnaire 

participent à la génération des cellules souches adultes. Récemment, l’équipe de Samuel 

Pleasure a étudié le devenir des cellules souches sensibles à la signalisation Hh (au moyen des 

lignée Gli1-nLacZ et Gli1-CreERT2) durant le développement postnatal. Leurs résultats 

montrent qu’une population de cellules localisées dans la zone ventriculaire temporo-ventrale 



du GD entre E17,5 et P0 est capable de générer une grande partie des cellules souches du GD 

dorsal (Li et al., 2013). Les résultats de cette étude laissent penser que l’origine des cellules 

souches adultes pourrait être régionalisée durant l’embryogenèse. Ainsi, si l’implication des 

glies radiaires dans la morphogenèse et la neurogenèse du GD est clairement établie, les 

étapes cellulaires (morphologie, migration) et moléculaires (quiescence vs gliogenèse) qui les 

mènent à générer une cellule souche adulte restent encore à clarifier. 

 

2.3 La neurogenèse adulte du GD 

2.3.1 Etapes cellulaires 

Une fois établies après les premières semaines après la naissance, les cellules souches 

neurales adultes du GD adoptent une morphologie radiale caractéristique, avec un corps 

cellulaire situé dans la SGZ et un prolongement cytoplasmique qui traverse la couche 

granulaire et vient former une arborisation dans le premier tiers de la couche moléculaire 

(Figure 11). Ces cellules conservent des caractéristiques de glies radiaires et expriment 

certains gènes spécifiques aux cellules gliales (p. ex. GFAP, BLBP, etc.) et aux progéniteurs 

neuronaux (p. ex. Nestin, Sox2, etc.) (Ming and Song, 2011). Ces cellules sont essentiellement 

quiescentes (ou inactives) et sont souvent dénommées cellules de type I. Il existerait 

également des cellules souches présentant une morphologie non radiale au niveau de la SGZ 

mais leur indépendance vis-à-vis du lignage des cellules de type I reste à déterminer (Suh et 

al., 2007). Similairement aux glies radiaires du GD embryonnaire, lorsqu’elles sont activées 

les cellules de type I donnent naissance à des progéniteurs transitoires en effectuant 

plusieurs cycles de divisions asymétriques. Ces progéniteurs transitoires (ou cellules de type 

II) effectuent eux-mêmes plusieurs cycles de divisions symétriques rapides qui vont permettre 

d’augmenter leur nombre. Ils se différencient à travers plusieurs étapes continues au cours 

desquelles ils expriment différentes combinaisons de marqueurs caractéristiques (p. ex. Sox2, 

Nestin, Mash1, Dlx2, Tbr2, DCX, Prox1, etc.). Devenus neuroblastes, puis neurones 

immatures, ils migrent radialement sur une très courte distance et s’intègrent au niveau de la 

couche granulaire (Figure 11) (Ming and Song, 2011).  

La maturation des nouveaux neurones granulaires s’étend sur plusieurs semaines (Deng et 

al., 2010). Au cours de cette maturation, une grande majorité des nouveaux neurones sont 

éliminés par apoptose. Les neurones granulaires nouvellement formés présentent une 

ramification dendritique moins élaborée et ont transitoirement des propriétés 

électrophysiologiques différentes des neurones matures (Esposito, 2005; Ge et al., 2007) :  



Figure 11 Etapes cellulaires de la neurogenèse adulte du gyrus dentelé 

Les cellules souches (dites de type I) sont des cellules radiales à la morphologie caractéristique située dans la zone 

sous-granulaire du gyrus dentelé. Elles génèrent de nouveaux neurones granulaires matures qui s’intègrent dans la 

couche granulaire. Cette neurogenèse passe par une succession de progéniteurs transitoires intermédiaires qui prolifèrent 

activement. Ces différents types cellulaires sont identifiés par l’expression de plusieurs marqueurs moléculaires schématisée 

dans la partie inférieure de la figure. Les cellules souches de type I sont également susceptibles de générer des astrocytes. 

Figures remodelées de (Bonaguidi et al., 2012).
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-­‐ Ils sont hyperexcitables et présentent une phase de plasticité synaptique accrue durant 

une période critique pour leur intégration et utilisation dans le circuit.  

-­‐ Ils répondent tout d’abord à un niveau tonique de GABA sécrété dans le milieu 

extracellulaire par les interneurones présents localement. Ils reçoivent ensuite des 

inputs synaptiques GABAergiques (en provenance des interneurones locaux), puis 

Glutamatergiques (en provenance de la voie perforante) au cours de leur maturation.  

-­‐ Ils étendent dans le même temps leur axone vers CA3 et forment des synapses sur des 

dendrites préexistantes de cellules pyramidales de CA3.  

Leur maturation s’achève environ 2 mois après leur  naissance ; ces nouveaux neurones 

matures générés à l’âge adulte sont alors similaires aux neurones granulaires matures générés 

durant la période embryonnaire (Deng et al., 2010; Ming and Song, 2011).  

En plus des neurones, il a été rapporté que les cellules souches de type I sont capables 

de générer des astrocytes de la couche moléculaire et du hile (Figure 11). Cette gliogenèse 

pourrait notamment constituer la dernière étape du cycle cellulaire d’une cellule souche 

activée (processus de différenciation terminale en astrocyte). Ce mécanisme pourrait 

expliquer l’épuisement progressif des cellules souches et la diminution de la neurogenèse 

avec le temps (Bonaguidi et al., 2012). 

2.3.2 Quelques élément sur la régulation de la neurogenèse adulte  

De nombreux facteurs liés à l’activité comportementale et cognitive sont susceptibles 

d’affecter la neurogenèse à l’âge adulte : la présence d’un environnement enrichi, la pratique 

d’une activité physique, les tâches d’apprentissage dépendantes de l’hippocampe, le 

vieillissement ou encore les interactions sociales. D’autres facteurs extérieurs, tels que le 

stress, la prise d’antidépresseurs, certaines mutations liées à des maladies psychiatriques ou 

encore certaines drogues, peuvent aussi conditionner la neurogenèse adulte (Rolando and 

Taylor, 2014).  

Ces différentes conditions sont susceptibles d’affecter la neurogenèse adulte en agissant sur 

l’activation ou la quiescence des cellules souches, la prolifération des progéniteurs, la survie 

des neurones immatures ou au contraire leur apoptose. Ces modifications seraient induites par 

l’activation de plusieurs voies de signalisation, impliquant morphogènes (p. ex. les voies 

Notch, SHH, BMP, Wnt) et facteurs de croissance (p. ex. les voies VEGF, IGF1, BDNF), qui 

sont présentes au niveau de la niche et modulées par l’activité neuronale, la microglie, les 

astrocytes ou encore le système vasculaire (Faigle and Song, 2013).  



2.4 Fonctions de la neurogenèse adulte 

Les neurones granulaires générés durant la vie adulte représentent environ 10 % de la 

population totale de neurones granulaires (Imayoshi et al., 2008). L’apparition continue de 

nouveaux neurones granulaires au sein du réseau de l’hippocampe semble être un processus 

fonctionnel et non régénératif. Les nouveaux neurones disposent d’une période critique, c’est 

à dire une phase ou le neurone présente une plasticité accrue qui va être déterminante pour 

leur utilisation ou non par le circuit (Deng et al., 2010). Comment cet apport constant de 

neurones immatures participe t-il aux fonctions du GD ? 

Un des rôles supposés du GD est de permettre de séparer des patterns d’activité proches 

en provenance du cortex entorhinal pour permettre un encodage séparé au niveau de CA3 de 

deux événements présentant des contextes similaires (rôle de pattern separation). Grâce à 

leurs propriétés, les neurones granulaires immatures sont plus facilement activables par ces 

inputs en provenance du cortex entorhinal que les neurones matures. Ils pourraient ainsi 

participer à cette fonction de pattern separation en facilitant la diversification des cohortes de 

neurones recrutés par des expériences similaires. En accord avec cette hypothèse, il a été 

montré qu’une inhibition de la neurogenèse adulte provoque une diminution de la capacité de 

l’animal à séparer deux contextes proches. Au contraire, une augmentation artificielle de la 

neurogenèse adulte améliore cette capacité (Deng et al., 2010).  

En parallèle avec ce rôle, plusieurs études (révisé par (Zhao et al., 2008; Drew et al., 2013)) 

ont montré une contribution significative de la neurogenèse adulte dans les processus de 

navigation spatiale, de rétention à long terme des informations spatiales, de conditionnement 

contextuel par la peur, ainsi que dans les mécanismes d’oubli ou encore durant la 

réorganisation de la mémoire vers le néocortex. D’autre part, la neurogenèse est négativement 

affectée par le stress et les pathologies de l’affect (dépression, anxiété, stress post-

traumatique, etc.) et serait un des médiateurs de l’effet de certains antidépresseurs (Snyder et 

al., 2011). Ces deux catégories de fonctions (cognitive et émotionnelle) sont dépendantes de 

la région de l’hippocampe étudiée : alors que l’hippocampe dorsal est principalement lié à la 

mémoire et à la navigation spatiale et projette vers les aires associatives du cortex, 

l’hippocampe ventrale est plus liée à l’affect (l’humeur) et projette préférentiellement vers le 

reste du système limbique (amygdale, noyaux accumbens, hypothalamus, etc.). La 

neurogenèse adulte pourrait avoir une régulation et un impact fonctionnel différents dans ces 

deux zones (Cameron and Glover, 2013). 

 



2.5 Neurogenèse de l’hippocampe adulte chez l’Homme 

Lorsqu’en 1998 l’équipe de Fred Gage démontra sa présence chez l’homme, la 

neurogenèse adulte devint acceptée comme un phénomène commun à l’ensemble des 

mammifères. Son analyse de tissus post-mortem de patients atteints de cancer et ayant reçu 

des injections thérapeutiques de BrdU révèle la présence de neurones ayant incorporé le BrdU 

et donc de cellules neurogéniques au sein de l’hippocampe humain (Eriksson et al., 1998). 

Plus récemment, le laboratoire de Jonas Frisen a confirmé ces résultats en étudiant l’évolution 

de l’incorporation de 14C dans l’ADN de différents types cellulaires à la suite de 

l’augmentation transitoire du taux de 14C atmosphérique après les tests de bombes nucléaires 

ayant eu lieu entre 1955 et 1963 (Figure 12). Cette étude de datation des cellules de 

l’hippocampe humain a permis de montrer qu’environ un tiers des neurones du GD se 

renouvellent durant la vie adulte (Spalding et al., 2013).  

L’importance fonctionnelle des nouveaux neurones chez l’Homme reste à déterminer. 

Les études basées sur des modèles animaux suggèrent que la neurogenèse adulte constituerait 

une cible thérapeutique pour le traitement de différentes maladies psychiatriques et 

neurologiques. Chez l’homme, une activité neurogénique anormale pourrait ainsi jouer un 

rôle dans la physiopathologie de conditions variées, comme la dépression, la réponse au 

stress, l’effet de certains antidépresseurs, l’anxiété, le stress post-traumatique, l’épilepsie, la 

schizophrénie, le vieillissement cognitif, la maladie d’Alzheimer, l’addiction ou encore le 

syndrome de l’X fragile (Drew et al., 2013). 



Figure 12. Mise en évidence de la neurogenèse adulte par datation au 14C de l’âge des cellules.  

A, Représentation des résultats de datation au 14C. Durant la guerre froide, les tests de bombes nucléaires effectués entre 

1955 et 1963 ont provoqué une élévation transitoire du taux de carbone 14 (14C) dans l’atmosphère. Lors d’une division 

cellulaire, les cellules incorporent au sein de leur ADN une concentration de 14C proportionnelle à celle de l’atmosphère. Il 

est ainsi possible de dater l’âge des populations cellulaires d’un tissu au moment de la mort de l’individu (ici en 2010). Les 

neurones ne se divisent pas après la naissance et devraient donc présenter une concentration similaire à celle de l’atmosphère 

au moment de la naissance de l’individu (population verte). Une population qui se renouvelle au cours de la vie de l’individu 

(population rouge) présente un taux de 14C différent du taux atmosphérique. Il lui est supérieur si l’individu est né avant le 

pic (individu A) ou inférieur si l’individu est né après (individu B). B, En couplant cette méthode de datation et différents 

modèles computationnels, (Spalding et al., 2013) ont pu confirmer l’existence d’une neurogenèse adulte de l’hippocampe 

humain.
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3 La neurogenèse adulte de la zone sous-ventriculaire murine 
Chez les rongeurs, la neurogenèse du bulbe olfactif (BO) perdure durant toute la vie 

(Lim and Álvarez-Buylla, 2014). Etonnamment, cette neurogenèse adulte ne repose pas sur la 

présence de cellules souches au sein même de la structure, comme c’est le cas pour le GD. La 

source des nouveaux neurones du BO est en effet située à plusieurs millimètres de distance, 

au niveau de la zone sous-ventriculaire (SVZ) des ventricules latéraux (Figure 13).  

3.1 Etapes cellulaires, de la SVZ jusqu’au BO 

La zone ventriculaire qui borde le système ventriculaire du SNC est majoritairement 

composée de cellules épendymaires ciliées (cellules de type E1 et E2) (Mirzadeh et al., 2008). 

Ces cellules assurent l’étanchéité du système ventriculaire et la circulation du liquide 

cérébrospinal (LCS). Les murs des ventricules latéraux présentent une zone sous-

ventriculaire (SVZ) possédant une cyto-architecture particulière (Figure 13A). Elle abrite en 

effet des cellules souches neurales adultes qui ne sont présentes qu’à ce niveau du système 

ventriculaire (Lim and Álvarez-Buylla, 2014). En raison d’une classification basée sur des 

critères ultrastructurels, ces cellules souches sont traditionnellement appelées cellule B1 

(Doetsch et al., 1997). Leur corps cellulaire réside directement sous la couche des cellules 

épendymaires, ce qui a conduit à qualifier cette couche de sous-ventriculaire.  

Les cellules B1 génèrent des cellules progénitrices à prolifération transitoire (transit 

amplifying precursor), appelées cellule de type C. Contrairement aux cellules B1, les cellules 

C prolifèrent rapidement et génèrent des progéniteurs neuronaux, les neuroblastes (ou cellule 

de type A) (Figure 13A, D). Ces neuroblastes migrent « en chaine » à travers la SVZ et se 

rassemblent dans sa partie antérieure pour former un chemin de migration caudo-rostral, 

appelé RMS (de rostral migratory stream) (Figure 13B). Ce chemin stéréotypé traverse le 

cerveau antérieur pour rejoindre le BO. Les neuroblastes migrent alors radialement vers 

différentes couches du BO et se différencient en différents types d’interneurones qui 

s’intègrent dans le circuit neuronal du BO (révisé par (Lim and Álvarez-Buylla, 2014) et 

(Ming and Song, 2011)). L’analyse du cycle cellulaire des différentes populations indique 

qu’après avoir été générée par une cellule B1, la cellule C se divise trois fois, 

symétriquement, avant de se différencier en neuroblaste. Les neuroblastes vont encore se 

diviser une ou deux fois avant de sortir du cycle cellulaire et devenir des cellules post-

mitotiques (Figure 13D) (Ponti et al., 2013). 



Figure 13 Organisation de la zone sous-ventriculaire et étapes cellulaires de la neurogenèse adulte.

A, Les cellules souches astrogliales de type B1 (bleu foncé) présentent un cil primaire au niveau du ventricule et un pied apical vers 

le système vasculaire. Elles génèrent des cellules B1 activées (cellules B1a). Les cellules B1a génèrent des progéniteurs transitoires 

(cellules C en vert) qui se différencient en neuroblastes (cellules A) qui migrent en dehors de la SVZ (cf. C). Cette niche sous-

ventriculaire présente trois interfaces (indiquées sur la droite) à travers lesquelles les cellules B1 sont notamment en interaction avec 

les cellules endothéliales (Endo), les cellules épendymaires multicilliée (cellules E1 et E2), l’innervation cholinergique (neurones 

chAT) et dopaminergique (réseau axonal en vert, 5HT). Figure issue de (Lim and Alvarez Buylla, 2014). B, La distribution et de la 

densité des contacts apicaux des cellules B1 au niveau de la surface ventriculaire du mur latéral (en haut) et médian (en bas) révèlent 

la présence de deux zones de forte densité dans la partie antéro-ventrale (AV) et postéro-dorsale (PD). La zone d’adhésion entre les 

deux murs est représentée en gris. Résultats issus de (Mirzadeh et al., 2008). C, Les neuroblastes générés par la SVZ migrent en 

chaine et se rassemblent dans la partie antérieure de la SVZ pour former la RMS. Au niveau du BO, les neuroblastes se détachent et 

migrent radialement avant de se différencier en interneurones du BO. D, Schématisation des étapes cellulaires de la neurogenèse du 

bulbe olfactif. Certains marqueurs moléculaires caractéristiques de chaque étape sont indiqués, de même que les nombres moyens 

de division des cellules de type C et A.
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L’identité des cellules souches de la SVZ a été démontrée grâce à l’injection dans le 

ventricule latéral d’un agent antimitotique, l’Ara-C (cytosine-ß-D-arabinofuranoside) 

(Doetsch et al., 1999). Cet agent permet l’élimination des cellules en division, telles que les 

cellules C et les neuroblastes, alors que de nombreuses cellules B1 survivent au traitement. En 

quelques jours après l’arrêt du traitement antimitotique, ces cellules B1 restantes prolifèrent et 

régénèrent l’ensemble des types cellulaires de la séquence neurogénique (cellules B1 → 

cellules C → neuroblastes → neurones). Cette expérience a permis de montrer que les cellules 

B1 présentent des propriétés de cellule souche neurale (maintenance, prolifération et 

pluripotence) et sont bien à l’origine de la neurogenèse adulte du BO. 

3.2 Caractéristiques des cellules souches de type B1  

Les cellules B1 présentent une morphologie radiale caractéristique de cellule 

polarisée. Elles sont en contact avec le ventricule latéral du côté apicale et étendent un long 

prolongement basal qui interagit avec les vaisseaux sanguins (Figure 13A). La surface apicale 

(ventriculaire) des cellules B1 présente un cil primaire qui les distingue des cellules 

épendymaires multiciliées (Figure 13A) (Mirzadeh et al., 2008). Vu de face, le mur 

ventriculaire est donc constitué d’une mosaïque de cellules épendymaires entre lesquelles 

s’intercalent les prolongements des cellules B1. Cette disposition des cellules épendymaires 

autour des cellules B1 forme des motifs dit « en rosace ». La distribution de ces rosaces, et 

donc des cellules B1, n’est pas homogène : le mur ventriculaire présente des zones de forte 

densité de cellules souches, avec parfois une dizaine de contacts apicaux de cellule B1 

différentes au niveau de la même rosace (figure 13B) (Mirzadeh et al., 2008).  

Sur le plan moléculaire, les cellules B1 expriment une combinaison de marqueurs 

gliaux (p. ex. GFAP, Glast ou encore BLBP) et de marqueurs de progéniteurs neuraux (Sox2, 

Nestin et CD133 entre autres) (figure 13D) (Ming and Song, 2011). Bien que de nombreux 

marqueurs des cellules B1 soient connus, aucun n’est spécifique de ces cellules. Par exemple, 

les marqueurs Sox2 et GFAP sont également exprimés par les astrocytes environnants 

(Bonaguidi et al., 2011). Cette absence de marqueur spécifique impose l’utilisation de 

combinaison de plusieurs marqueurs moléculaires pour identifier ou isoler les cellules B1 

(Beckervordersandforth et al., 2010). 

Les cellules B1 sont présentes sous deux états dans la SVZ : activé et quiescent. A 

l’état quiescent elles se divisent rarement et ne génèrent pas de dérivés. Leur activation 

conduit à l’expression différentielle de certains gènes, tels que Nestin, EGFR et BLBP, à une 

augmentation de la prolifération et à la génération des dérivés neurogéniques (Giachino et al., 



2013; Codega et al., 2014). Cette modification de l’état des cellules B1 entre quiescence et 

activation s’effectuerait sous le contrôle de différentes voies de signalisation en provenance  

de la niche sous-ventriculaire.  

3.3 Régulations de la neurogenèse au sein de la niche sous-ventriculaire 

La SVZ est constitué d’une diversité de types cellulaires qui interagissent avec les 

cellules B1 et modulent leur activité : les cellules endothéliales du système vasculaire, les 

astrocytes non-neurogéniques (ou cellules de type B2), les cellules épendymaires, la 

microglie, les axones de neurones qui projettent vers la SVZ et enfin les progéniteurs générés 

par les cellules B1 elles-mêmes (cellules C et neuroblastes) (Figure 13A). Les cellules B1 

sont ainsi soumises à la fois à des interactions cellulaires et à de nombreux facteurs solubles. 

Trois interfaces peuvent être distinguées (Figure 13A) (Lim and Álvarez-Buylla, 2014) :  

- apicale / ventriculaire, 

- intermédiaire, 

- basale / vasculaire. 

3.3.1 Interface ventriculaire et influence du liquide cérébrospinal 

Dans la zone apicale/ventriculaire, les cellules B1 sont en contact avec le LCS et les 

cellules épendymaires (Figure 13A). Le LCS contient de nombreux morphogènes (ex : BMPs, 

Wnts, SHH, acide rétinoïque, etc.) et facteurs de croissance (ex : IGF-2, FGF, etc.) capables 

de modifier le comportement des cellules souches (Lim and Álvarez-Buylla, 2014). Certaines 

de ces voies de signalisation, comme la signalisation SHH, semblent nécessiter la présence du 

cil primaire à la surface des cellules B1 (Tong et al., 2014b). Les cellules épendymaires 

participent également activement à la régulation de la niche, notamment en inhibant certaines 

signalisations en provenance du LCS. D’autre part, le battement de leurs cils permet 

d’orienter la circulation du LCS et affecte l’orientation de la migration des neuroblastes 

(Sawamoto et al., 2006).  

3.3.2 Interface intermédiaire et influence des neurotransmetteurs 

De nombreux systèmes de neurotransmetteurs sont impliqués dans le contrôle de 

l’activité de la niche, tels que les systèmes GABAergique (Acide γ-aminobutyrique), 

glutamatergique, dopaminergique, sérotoninergique ou encore cholinergique (Platel et al., 

2010; Young et al., 2011). 

Le neurotransmetteur GABA sécrété par les neuroblastes inhibe la prolifération et la 

différenciation des progéniteurs de la SVZ qui expriment son récepteur (GABAAR). Ce 



mécanisme permettrait aux neuroblastes d’effectuer un rétrocontrôle négatif sur leur propre 

production (Liu et al., 2005). En antagonisme à ce mécanisme, les cellules B1 et C sécrètent 

la protéine DBI (Diazepam Binding Inhibitor Protein) qui entre en compétition avec GABA 

pour se lier à son récepteur, et favorise la prolifération des cellules progénitrices (Alfonso et 

al., 2012).  

La signalisation glutamatergique, potentiellement activée par certaines cellules astrogliales, 

aurait un effet positif sur la neurogenèse et assurerait notamment la survie et la migration des 

neuroblastes (Platel et al., 2010). 

Des neurones de la substance noire et de l’aire tegmentale ventrale sécrètent de la dopamine 

au niveau de la SVZ. Celle-ci favoriserait la prolifération des progéniteurs en se liant au D2-

like receptor présent à leur surface (Baker et al., 2004). 

La sérotonine (5-HT) régule la prolifération des cellules de la SVZ et ainsi la neurogenèse. 

Etonnamment, l’innervation sérotoninergique en provenance du raphé forme un réseau 

d’axones en contact avec les cellules épendymaires et les cellules B1 dans la zone supra-

épendymaire (Figure 13A) (Tong et al., 2014a).  

Enfin, l’innervation cholinergique depuis des neurones locaux exprimant la ChAT (Choline 

Acetyl Transferase) favorise la prolifération neurogénique (Figure 13A) (Paez-Gonzalez et al., 

2014). 

3.3.3 Interface basale et influence du système vasculaire  

Du côté basal, les cellules souches B1 établissent des contacts étroits avec le système 

vasculaire et répondent à des signaux sécrétés localement par les cellules endothéliales (Shen 

et al., 2004). A ce niveau, la barrière hémato-encéphalique semble être plus perméable, ce qui 

permet à des facteurs systémiques en provenance du système vasculaire de moduler le 

fonctionnement de la niche en conditions normale et pathologiques (Shen et al., 2008; Sawada 

et al., 2014).  

L’importance de ces facteurs circulants sur l’activité neurogénique a été mise en exergue 

récemment par une étude investiguant la diminution de l’activité neurogénique de la SVZ 

durant le vieillissement. Cette étude montre que lorsque certains facteurs sanguins du jeune 

animal sont injectés chez l’animal âgé, l’activité neurogénique chez celui-ci est restaurée à un 

niveau similaire au jeune adulte et ses capacités olfactives sont grandement améliorées 

(Katsimpardi et al., 2014). 

 



En résumé, l’activité de la niche sous-ventriculaire et en particulier des cellules B1 est 

susceptible d’être régulée par des facteurs d’origines diverses (rétrocontrôle, activité 

neuronale, situation pathologique, comportement, vieillissement, etc.). Ces facteurs sont 

susceptibles d’agir à différents niveaux de la niche (ventriculaire, intermédiaire, vasculaire) et 

d’influer sur une variété de mécanismes (ex : activation/quiescence, prolifération, 

différenciation, migration, survie, etc.). L’activité de la niche est également susceptible d’agir 

sur le type des cellules générées par les cellules B1. 

 

3.4 Diversité des neurones générés au niveau du bulbe olfactif 

Les cellules souches de la SVZ adulte génèrent au moins six types d’interneurones du 

BO qui se distinguent par leurs morphologies, la localisation de leur soma et l’expression de 

certains marqueurs (Figure 14). Une majorité de ces interneurones s’intègre dans la couche 

granulaire où ils forment des cellules granulaires profondes et superficielles, dont certaines 

expriment la Calretinin (CalR+). Une plus faible proportion de ces interneurones migre 

jusqu’à la couche glomérulaire et se différencie en une large diversité d’interneurones 

périglomérulaires. Trois marqueurs indépendants sont connus pour ces sous-populations 

d’interneurones périglomérulaires : CalR, Calbindin (CalB) et Tyrosine Hydroxylase (TH) 

(Lim and Álvarez-Buylla, 2014). A l’exception des interneurones TH+ qui sont des neurones 

mixtes dopaminergiques/GABAergiques, ces interneurones adultes du BO sont 

essentiellement GABAergique. Cependant, plusieurs études décrivent que la SVZ adulte 

donne également naissance à une population d’interneurones juxta-glomérulaires 

glutamatergiques (Brill et al., 2009; Azim et al., 2014). Enfin, d’autres populations neuronales 

minoritaires s’intégreraient aux niveaux des couches mitrale et plexiformes (Figure 14) 

(Merkle et al., 2013).  

La production de ces différents types d’interneurones du BO n’est ni constante dans le temps, 

ni restreinte à l’âge adulte ; elle évolue au contraire de façon dynamique durant 

l’embryogenèse, le développement postnatale et la vie adulte (De Marchis et al., 2007; 

Batista-Brito et al., 2008; Li et al., 2011). Par exemple, les neurones périglomérulaires CalB+ 

ont un pic de production durant l’embryogenèse et sont générés en plus faible quantité chez 

l’adulte. A l’inverse, les neurones CalR+ sont essentiellement générés après la naissance. 

Similairement, les neurones granulaires générés durant la période périnatale sont 

majoritairement des neurones granulaires de la couche superficielle, alors qu’à l’âge adulte la 

majorité des nouveaux neurones se différencient en neurones granulaires des couches 



Figure 14 La diversité des neurones générés dans le bulbe olfactif adulte refléte une régionalisation des cellules 

souches de la SVZ. 

Cette vue oblique du cerveau murin montre en transparence la régionalisation du mur latéral. Chaque région (indiquée en couleur) 

génère préférentiellement un type particulier d’interneurone au niveau du bulbe olfactif, dont une vue en coupe est présentée dans 

la partie haute de la figure. Les différentes populations d’interneurones sont caractérisées par la localisation du corps cellulaire, la 

forme de leurs dendrites et l’expression de certains marqueurs moléculaires. Les cellules granulaires (GC) peuvent être divisées 

en cellules profondes (deep GC) et superficielles (superficial GC), dont certaines expriment la Calretinin (CalR+ GC). Les cellules 

periglomerulaires (PGC) sont caractérisées par l’expression de la Calretinin (CalR+PGC), de la Calbindin (CalB+PGC) ou de la 

Tyrosine hydroxylase (TH+PGC). Plus récemment, quatre sous-types d’interneurones (types 1 à 4), générés depuis la partie antéro-

ventrale de la SVZ, on été caractérisés. Figure adaptée de (Lim and Alvarez-Buylla, 2014). Légende des différentes zones : RMS, 

rostral migratory stream ; GRL, couche des cellules granulaires ; IPL, couche plexiforme interne ; ML, couche des cellules mitrales 

; EPL, couche plexiforme externe ; GL, couche glomerulaire ; ONL, olfactory nerve layer.
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profondes (Lemasson, 2005; Kelsch et al., 2007). D’autre part, certains types d’interneurones 

comme les interneurones Parvalbumine+ de la couche plexiforme externe ne sont produits que 

durant la période périnatale et ne sont pas produits par la SVZ adulte (Batista-Brito et al., 

2008; Li et al., 2011). 

Cette évolution de la diversité des types cellulaires générés au niveau du BO reflète une 

évolution de l’identité et du potentiel des cellules souches présentes dans la zone ventriculaire 

embryonnaire (glie radiaire) puis sous-ventriculaire (cellule B1) durant le développement et 

l’âge adulte (Díaz-Guerra et al., 2013). 

 

3.5 Liens entre origine, régionalisation et potentiels des cellules souches de la zone 

sous-ventriculaire adulte 

Le traçage de populations postnatales de glies radiaires a permis de montrer que 

celles-ci sont à l’origine des cellules souches de la SVZ adulte (Figure 7D). Après la 

naissance, certaines glies radiaires subissent des changements morphologiques (p. ex. 

rétractation de leur extension apicale) et moléculaires (p. ex. l’extinction de RC2 et 

l’activation de GFAP) pour se transformer en cellules souches de type B1 de la SVZ adulte 

(Merkle et al., 2004). La majorité des cellules souches adultes proviennent de glies radiaires 

de l’éminence ganglionnaire latérale (LGE) et s’établissent dans le mur latéral des ventricules 

latéraux chez l’adulte (Merkle et al., 2004). Cependant, les glies radiaires du pallium, du 

septum et de l’éminence ganglionnaire médiane (MGE) génèrent également une partie des 

cellules souches adultes des murs dorsal, médian et ventral, respectivement (Kohwi et al., 

2007; Ventura and Goldman, 2007; Alvarez-Buylla et al., 2008). Enfin, des cellules souches 

dérivées des glies radiaires du cerveau antérieur (bordant le ventricule olfactif embryonnaire) 

s’intègrent au niveau de la RMS dans la partie antérieure de la SVZ (Alonso et al., 2008).  

Les expériences de traçage in vivo de ces différentes populations de cellules souches 

montrent qu’elles ne génèrent pas les mêmes types de dérivés au niveau du BO (Merkle et al., 

2007; 2013). Par exemple, certaines cellules B1 dorsales génèrent spécifiquement des cellules 

granulaires superficielles et des cellules périglomérulaires dopaminergiques (TH+). A 

l’inverse, les cellules B1 ventrales génèrent des cellules granulaires profondes et des cellules 

périglomérulaires CalB+ (Merkle et al., 2007). En plus des neurones, la partie dorsale de la 

SVZ adulte génère des oligodendrocytes du corps calleux (Menn et al., 2006). La SVZ est 

ainsi divisée en différents domaines spatiaux de progéniteurs qui ont chacun un potentiel de 

différenciation spécifique (Figure 14) (Lim and Álvarez-Buylla, 2014).  



Figure 15 Régionalisations de la zone sous-ventriculaire adulte.

A, La zone sous-ventriculaire couvre l’ensemble des murs du ventricule latéral (ici vue en coupe coronal). B, Deux 

signalisations par des morphogènes ont été identifiées dans la SVZ : Sonic hedgehog (Shh) est secrété depuis certains neurones 

situés dans la partie ventrale du mur et Wingless (Wnt) est secrété depuis une source non identifiée dans la partie dorsale de 

la SVZ. C, Plusieurs gènes déterminant pour l’identité des précurseurs neuronaux présentent une expression régionalisée au 

sein de la SVZ. SVZ, zone sous-ventriculaire ; VL, ventricule latéral. Schéma adapté de (Sequerra, 2014) .
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Il est intéressant de noter qu’alors que les cellules de la glie radiaire du pallium 

génèrent exclusivement des neurones glutamatergiques durant l’embryogenèse (Figure 5), les 

cellules B1 auxquelles cette zone donne naissance sont capables de générer des interneurones 

GABAergiques (Kohwi et al., 2007; Ventura and Goldman, 2007). Cette observation suggère 

que le potentiel des cellules souches d’un domaine donné est susceptible d’être redéfini dans 

le temps et notamment durant la période de transition entre glies radiaires et cellules B1. 

 

Comment est contrôlée et codée cette régionalisation du potentiel des cellules B1 ? 

Plusieurs expériences de transplantation suggèrent que ces informations spatiales et 

temporelles sont intrinsèques aux progéniteurs neuraux de la SVZ. Lorsque des progéniteurs 

isolés à partir d’une partie du mur ventriculaire sont transplantés dans une zone différente 

(greffe hétérotopique) ou à une période différente (greffe hétérochronique) de la SVZ, ils 

continuent à générer des dérivés caractéristiques de leur zone d’origine (Kelsch et al., 2007; 

Kohwi et al., 2007; Merkle et al., 2007). Cependant, d’autres travaux récents indiquent que 

cette régionalisation de la SVZ est pourtant sous le contrôle permanent de gradients de 

morphogène et donc de facteurs extrinsèques (Figure 15B). D’une part, des neurones 

localisés dans la partie ventrale du mur ventriculaire secrètent du SHH. La signalisation SHH 

est nécessaire et suffisante pour spécifier l’identité des cellules souches neurales dans la partie 

ventrale de la SVZ. Elle contrôle ainsi la production des neurones périglomérulaires CalB-

positif et des neurones granulaires profonds (Ihrie et al., 2011). D’autre part, la signalisation 

Wnt, émise depuis une source non identifiée dans la partie dorsale du mur, est nécessaire à la 

génération d’oligodendrocytes et de neurones glutamatergiques (Azim et al., 2014). Ces deux 

signalisations pourraient être à l’origine de l’expression régionalisée à travers la SVZ des 

facteurs de transcription et microARN (miARN) qui contrôlent la spécification des différents 

types de neurones du BO et dont je donne ici quelques exemples (Figure 15C) : 

- Neurog2, Tbr2 et Tbr1 sont exprimés dans la partie dorsale de la SVZ et sont notamment 

impliqués dans la neurogenèse glutamatergique (vGluT2+)(Brill et al., 2009). 

- Le facteur de transcription Pax6 est également présent dans la partie dorsale et est 

impliqué dans la spécification des neurones périglomérulaires dopaminergiques 

(neurones TH+) et des neurones granulaires superficiels. De façon intéressante, l’ARNm 

du gène Pax6 est présent dans la partie latérale du mur de façon plus étendue que la 

protéine Pax6 mais la présence d’un gradient ventro-dorsal du miARN miR-7a est 

responsable de l’inhibition de la traduction de la protéine dans la partie ventrale du mur 

(Kohwi, 2005; de Chevigny et al., 2012). 



- Emx1 est exprimé dans la partie dorsale et septale de la SVZ et serait impliqué dans la 

spécification des neurones granulaires superficiels et les interneurones périglomérulaires 

CalR+ (Kohwi et al., 2007; Young et al., 2007). 

- Gsh2 est exprimé dans la partie latérale du mur et serait lié à la production des neurones 

CalB-positifs (Young et al., 2007). Dlx2 est également exprimé dans la partie latérale du 

mur mais ne semble pas impliqué dans la génération d’un type particulier de neurone. 

- Plus récemment, l’équipe d’Alvarez-Buylla a caractérisé les zones d’origine de quatre 

nouveaux types d’interneurones du BO présents entre la couche granulaire et la couche 

plexiforme externe (Merkle et al., 2013). Leurs résultats indiquent qu’il existe des micro-

domaines aux potentiels très restreints au sein de la SVZ antérieure ventrale. Cette zone, 

au croisement entre le septum et le striatum serait régionalisée par l’expression de 

multiples facteurs de transcription (Gli1, Nkx2.1, Nkx6.2, Zic, etc.).  

L’ensemble de ces résultats suggère que le potentiel des cellules souches de la SVZ est 

contrôlé de façon dynamique dans le temps et l’espace. Ce contrôle dépendrait dans un 

premier temps de facteurs extrinsèques (morphogène), avant d’être encodé par des 

mécanismes intrinsèques qui permettent aux progéniteurs neuronaux de conserver leurs 

identités durant leur migration jusqu’au BO. L’étape cellulaire durant laquelle se fait cet 

encodage intrinsèque reste encore à déterminer (cellules B1 quiescente, B1 activée, C ?) (Lim 

and Álvarez-Buylla, 2014). 

 

3.6 Rôle physiologique de la neurogenèse de la SVZ  

Le bulbe olfactif adulte des rongeurs reçoit un apport journalier de milliers de 

nouveaux interneurones. Cependant, seule une faible proportion d’entre eux s’intègre dans le 

circuit olfactif préexistant pour devenir des interneurones granulaires (95%) et 

périglomérulaires (3% environ) (Lazarini and Lledo, 2011). Le rôle physiologique de cet 

apport continu n’est pas encore complétement décrypté. 

L’information olfactive provient des neurones récepteurs olfactifs situés dans 

l’épithélium olfactif de la cavité nasale. Ces neurones périphériques forment des synapses 

glutamatergiques avec les cellules mitrales au niveau des glomérules du BO (Figure 16). Les 

cellules mitrales transmettent ensuite cette information vers le cortex olfactif. Cependant, 

avant d’atteindre le cortex, l’information olfactive est traitée localement par le biais des 

interneurones granulaires et périglomérulaires. En retour, les structures centrales modifient 

l’activité du réseau du BO en fonction du contexte comportemental de l’animal au moment du 



Figure 16 Schéma simplifié du circuit impliqué dans le traitement de l’information olfactive. 

Les interneurones générés durant la vie adulte (CG et CPG) interviennent dans le traitement de l’information olfactives 

effectué par les cellules mitrales du BO. Ils recoivent eux-même des synapses en provenance des neurones récepteurs 

olfactifs au niveau du glomérule (pointillés), des cellules mitrales (synapses dendro-dendritiques) et des axones en 

provenance de structures centrales (fibres centrifuges). CG, cellule granulaire ; CPG, cellule périglomérulaire. Schéma 

adapté de (Lazarini and Lledo, 2011)
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stimuli (ex : apprentissage, attention, récompense, etc.). Ce rétrocontrôle passe par la 

modulation de l’activité des interneurones du BO (Figure 16). Les cellules périglomérulaires 

forment essentiellement des synapses GABAergique ou dopaminergiques au niveau de 

quelques glomérules et interagissent avec les dendrites des cellules mitrales et des neurones 

récepteurs olfactifs. Les cellules granulaires sont des neurones GABAergiques, dépourvue 

d’axone qui forment des synapses dendro-dendritique avec les neurones de projection du BO 

(mitral cells et tufted cells). Elles favorisent notamment la synchronisation des cellules 

mitrales et les oscillations nécessaires à l’activité du réseau (Lazarini and Lledo, 2011). Quel 

rôle joue l’apport continu de cellules granulaires et périglomérulaires dans le fonctionnement 

de ce réseau ?  

Les neurones immatures présentent une période de maturation et de synaptogenèse 

d’environ 4 semaines. Durant ce temps certains vont s’intégrer dans le circuit et la majorité 

sera éliminée. Similairement à la neurogenèse du GD, lors de leur intégration, les neurones 

immatures reçoivent des inputs synaptiques avant de former des outputs synaptiques. Cette 

période coïncide avec une période critique de plasticité synaptique (potentialisation à long 

terme facilitée) et de compétition pour la survie entre les nouveaux neurones. Ces propriétés 

rendent les nouveaux neurones beaucoup plus sensibles aux stimuli olfactifs par rapport aux 

neurones matures. Leur capacité à survivre et, plus surprenant, leurs caractéristiques 

fonctionnelles dépendraient de l’activité du réseau – donc de l’expérience olfactive vécue par 

l’animal – au moment de leur intégration (Livneh et al., 2014). Selon cette hypothèse, le flux 

des nouveau neurones fourni un apport continu de nouvelle pièce au réseau olfactif. Celui-ci 

ne conserve que les éléments nécessaires et les adaptent en fonctions de l’expérience olfactive 

de l’animal. 

D’un point de vue fonctionnel, ce flux de nouveaux interneurones apparait essentiels pour la 

discrimination, l’apprentissage et la mémorisation des odeurs. Par ce biais, la neurogenèse 

adulte intervient dans la mémoire olfactive à court terme, le conditionnement olfactif par la 

peur, ainsi que l’apprentissage d’une mémoire olfactive associative à long terme (ex : odeur = 

récompense) (Lazarini and Lledo, 2011). De plus, elle semblerait impliquée dans le contrôle 

des comportements liés aux phéromones, comme l’accouplement, la maternité et la 

reconnaissance sociale (Mak et al., 2007).  

 



3.7 Présence d’une neurogenèse sous-ventriculaire chez l’Homme ? 

À l’inverse des rongeurs, le BO humain ne présente pas de neurogenèse significative à 

l’âge adulte (Bergmann et al., 2012). Chez le nourrisson il semble exister un chemin de 

migration de neurones immature vers le BO et le cortex, mais cette migration s’étiole pendant 

la première année de vie et ne persiste pas chez l’adulte (Sanai et al., 2011). Malgré une 

architecture cellulaire distincte, la SVZ humaine contient des cellules astrogliales capables de 

proliférer in vivo et présentant des propriétés de progéniteurs multipotents in vitro (Sanai et 

al., 2004). 

Quelle pourrait être la fonction de ces progéniteurs si la neurogenèse n’est pas 

nécessaire au fonctionnement du BO chez l’homme ? Les études de datation au 14C 

(Figure 12) ont récemment révélé que chez l’homme de nouveaux interneurones apparaissent 

au niveau du striatum, une structure attenante à la SVZ (Ernst et al., 2014). Ce 

renouvellement des neurones du striatum semble altéré par la maladie de Huntington, une 

maladie neurodégénérative qui affecte principalement les neurones du striatum. Les auteurs 

suggèrent donc que la SVZ humaine fournit de nouveaux interneurones qui migrent dans le 

striatum et non vers le BO (Ernst et al., 2014). Cette hypothèse reste controversée car un suivi 

de la migration des neuroblastes (cellules Dcx+ Sp8+), suggère l’absence de lien cellulaire 

entre la SVZ et la neurogenèse du striatum chez l’homme (Wang et al., 2014; Ernst and 

Frisén, 2015). 



4 L’hypothalamus, une troisième niche neurogénique ? 
La présence de neurogenèse adulte du SNC est un caractère différemment conservé 

chez l’ensemble des vertébrés (Barker et al., 2011). Les poissons, amphibiens et reptiles 

possèdent de multiples centres neurogéniques adultes (Figure 17). Chez les oiseaux, seules les 

zones progénitrices péri-ventriculaires génèrent des nouveaux neurones mais ceux-ci se 

disséminent ensuite dans plusieurs structures du cerveau. Chez les mammifères adultes, la 

neurogenèse perdure principalement depuis la SVZ et la SGZ, dans des proportions 

différentes selon les espèces. Par exemple, chez les primates et l’Homme l’activité 

neurogénique n’a été confirmée qu’au niveau de la SGZ. Il existe donc une différence de 

capacité neurogénique pour chaque structure au cours de l’évolution. 

Chez les rongeurs, la présence de neurogenèse adulte en dehors des deux niches 

principales a été suggérée mais reste controversée pour de nombreuses structures (septum, 

striatum, néocortex, cortex piriforme, tubercule olfactif, substance noire, moelle épinière ou 

encore nerf optique) (Gould, 2007). Différentes études ont également décrit une neurogenèse 

dite « réactive » en condition pathologique ou après lésion du tissu nerveux (Gould, 2007; 

Sirko et al., 2013). Un accident vasculaire cérébral (stroke) provoque par exemple l’activation 

d’un programme neurogénique latent au sein de certains astrocytes du striatum (Magnusson et 

al., 2014). Ces études suggèrent que beaucoup de structures ont conservé une capacité 

neurogénique, peu active en condition physiologique mais qui est susceptible d’être 

« réveillée » en cas de lésion. Parmi ces structures, la zone ventriculaire de l’hypothalamus 

semble émerger comme un troisième site de neurogenèse adulte à part entière (Rojczyk-

Gołębiewska et al., 2014; Sousa-Ferreira et al., 2014). 

 

4.1 Fonctions, développement et organisations de l’hypothalamus 

L’hypothalamus exerce plusieurs fonctions homéostatiques nécessaires à la survie de 

l’organisme en agissant sur le système nerveux autonome et sur le système endocrine. Il 

interagit également avec de nombreuses structures corticales et différents systèmes sensoriels. 

Il régit les rythmes circadiens, la prise de nourriture, l’homéostasie énergétique et la 

thermorégulation de l’organisme. Il est requis pour différentes réponses émotionnelles et 

instinctives et impliqué dans les comportements sociaux, sexués, reproducteurs et parentaux 

(Saper, 2006).  



CB
Poissons téléostéens

CB

Amphibiens

Reptiles

Oiseaux
(Songbird)

Mammifères

Hyth

Hipp

CB
Poissons téléostéens

CB

Amphibiens

Reptiles

Oiseaux
(Songbird)

Mammifères

Hyth

Hipp

Figure 17 Evolution des zones neurogéniques chez les vertébrés.

Cette vue sagittale schématisée des cerveaux de vertébrés montre la localisation des précurseurs capables de proliférer 

et de générer des neurones dans le cerveau adulte. Les poissons et les amphibiens présentent de nombreuses populations 

neurogéniques. La neurogenèse adulte chez les reptiles et les oiseaux est restreinte aux zones ventriculaires mais les 

cellules générées se disséminent ensuite à travers le télencéphale. Chez le songbird cette neurogenèse est impliquée dans 

l’apprentissage du chant. Enfin, chez les mammifères (ici rongeurs) les cellules neurogéniques ne sont présentes que dans 

la SVZ, la SGZ et à moindre mesure au niveau de l’hypothalamus. Légende : Area X, aire impliquée dans l’apprentissage 

musicale chez l’oiseau ; CB, cervelet ; Hipp, hippocampe ; HVC, higher vocal center ; Hyth, hypothalamus ; OB, bulbe 

olfactif ; V, ventricule latéraux ; RA, robust nucleus of the arcopallium. Figure modifiée depuis (Barker et al., 2011)
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Durant l’embryogenèse, l’hypothalamus se forme à la jonction entre le diencéphale et 

le télencéphale dans la partie rostro-ventral du neuroépithélium, sous le contrôle notamment 

de la signalisation SHH. A l’instar du pallium, le neuroépithélium de l’hypothalamus est 

régionalisé par l’expression de différents facteurs de transcription qui divisent cette structure 

en de multiples domaines de progéniteurs neuronaux (révisé par (Blackshaw et al., 2010)). La 

génération des différentes populations de neurones des noyaux de l’hypothalamus se fait alors 

par plusieurs vagues successives de neurogenèse s’étendant, chez les rongeurs, de la fin de la 

neurulation aux premières semaines après la naissance (Markakis, 2002; Blackshaw et al., 

2010; Alvarez-Bolado et al., 2012; Sousa-Ferreira et al., 2014).  

Sur le plan anatomique, l’hypothalamus adulte est un ensemble de noyaux situé sous 

le thalamus et traversé en son centre par le 3ème ventricule. Il est divisé selon l’axe rostro-

caudal en 4 régions : pré-optique, antérieure, tubérale et mammillaire (Figure 18). De même, 

ses noyaux sont régionalisés selon un axe médio-latéral en trois zones : périventriculaire, 

médiale et latérale. Les noyaux arqué, ventro-médial et dorso-médial de la partie médio-

basale de l’hypothalamus (MBH) sont organisés autour de la partie ventrale du 3ème ventricule 

(Figure 18). A ce niveau, l’architecture cellulaire de la zone ventriculaire est différente de 

celle de la SVZ. Elle est constituée dans sa partie dorsale d’une couche monocellulaire de 

cellules épendymaires (cellules cuboïdes et ciliées) et dans sa partie ventrale par des cellules 

épendymogliales particulières, appelées tanycytes, qui jouent un rôle prépondérant dans le 

fonctionnement du MBH.  

 

4.2 Les tanycytes : diversité et fonctions 

 Les tanycytes (du grec tanus: allongé) sont des cellules polarisées qui présentent un 

corps cellulaire bordant le ventricule et un unique prolongement s’étendant vers le 

parenchyme et établissant des contacts avec le système vasculaire et les neurones du MBH 

(Figure 18). Les tanycytes proviennent de la différenciation après la naissance de certaines 

glies radiaires situées à la base du 3ème ventricule. En plus de leur morphologie, les tanycytes 

partagent avec la glie radiaire l’expression de certains marqueurs comme Nestin, Vimentin, 

Sox2, RC1 et GLAST (Rodríguez et al., 2005).  

Quatre populations de tanycytes peuvent être identifiées sur la base de leurs 

morphologies, leurs positions dorso-ventrale dans le mur ventriculaire et les structures vers 

lesquelles ils projettent (Figure 18) (Rodríguez et al., 2005) : 



Figure 18 Organisation de l’hypothalamus et régionalisation de la zone ventriculaire du 3ème ventricule.

L’hypothalamus est localisé dans la partie ventrale du cerveau (schéma de gauche). Il est divisé en 4 régions selon l’axe 

antéro-postérieur (traits rouges) et composé de différents noyaux (trait gris). Au niveau de l’hypothalamus tubéral (trait 

bleu), la zone ventriculaire du 3ème ventricule (représentée en coupe sur le schéma de droite) est bordée par différentes 
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- les tanycytes α1 bordent les noyaux ventro-médian et dorso-médian de 

l’hypothalamus et projettent vers ces noyaux ; 

- les tanycytes α2 se situent au niveau du noyau arqué et projettent vers cette 

structure ; 

- les tanycytes β1 sont principalement situés au niveau des invaginations du récessus 

infundibulaire et projettent vers les parties latérales de l’éminence médiane ; 

- les tanycytes β2 bordent la base de l’éminence médiane et contactent les capillaires 

du système porte de cette structure. 

Les tanycytes α1,2 assurent le contact entre le LCS circulant au niveau du 3ème ventricule et les 

neurones et vaisseaux du MBH, alors que les tanycytes β1,2 assurent le contact entre le LCS et 

le système porte sanguin de l’éminence médiane. A ce niveau, les cellules endothéliales sont 

fenêtrées ce qui facilite le passage des molécules présentes dans la circulation vers les 

tanycytes β1,2. (Langlet, 2014). 

Cette localisation particulière suggère un rôle des tanycytes en tant que relais entre le 

LCS du 3ème ventricule et la signalisation neuroendocrine de l’hypothalamus. Ces cellules 

sont en effet capables de moduler l’activité neuronale, de détecter des signaux chimiques au 

niveau du LCS (p. ex. glucose, hormones, facteurs de croissance) et de permettre le passage 

des signaux métaboliques de la périphérie vers le MBH (Balland et al., 2014). Grâce à ces 

différentes capacités, les tanycytes assurent par exemple une fonction centrale dans les 

différents niveaux de la réponse adaptative du MBH face au dérèglement de la balance 

énergétique (Langlet, 2014). Nous allons voir que ces cellules constituent également une 

population de précurseurs neuraux du MBH. 

 

4.3 Démonstration de la présence de cellules souches et de neurogenèse dans 

l’hypothalamus 

La capacité à former des neurosphères in vitro est une des caractéristiques 

primordiales des structures abritant des cellules souches (Figure 7). En 2005, une étude révèle 

que l’hypothalamus des rongeurs est une structure neurosphèrogénique, capable de former in 

vitro des neurosphères qui conservent un potentiel de différenciation en cellules neuronales et 

gliales (Xu et al., 2005; Li et al., 2012; Robins et al., 2013a). Les chercheurs ont alors émis 

l’hypothèse que les tanycytes, de par leurs caractéristiques semblables aux cellules de glies 

radiaires, constituent les cellules souches de l’hypothalamus à l’origine de ces neurosphères et 

pourraient être une source de nouveaux neurones in vivo. Ils réussirent à mettre en évidence 



cette neurogenèse adulte de l’hypothalamus par l’utilisation d’un adénovirus GFP-

recombinant : injecté in vivo dans le système ventriculaire de rats âgés de 2 mois, cet 

adénovirus infecte les cellules en division de la zone ventriculaire du MBH et induit 

l’expression permanente de la GFP par ces cellules et leurs dérivés. Deux semaines après 

injection, les auteurs ont observé des neurones GFP-positifs nouvellement formés au niveau 

du parenchyme, signe d’une neurogenèse adulte en provenance de la zone ventriculaire du 

MBH (Xu et al., 2005). 

Ces résultats ont été confirmés par de nombreuses expériences montrant 

l’incorporation de BrdU dans des cellules neuronales nouvellement formées chez l’adulte 

(Pencea et al., 2001; Kokoeva, 2005; Xu et al., 2005; Lee et al., 2012; Li et al., 2012; Haan et 

al., 2013; Robins et al., 2013a; 2013b). Notamment, l’injection de BrdU directement dans le 

système ventriculaire (injection intra-cérébro-ventriculaire, i.c.v.) (Figure 19) permet 

d’observer des cellules BrdU+ présentant des caractéristiques moléculaires de progéniteurs 

(Sox2+), neuroblastes (DCX+), neurones (HuC/D+, NeuN+), oligodendrocytes (Olig2+) et 

astrocytes (GFAP+) matures dans le parenchyme quelques temps après injection (de quelques 

semaines à plusieurs mois selon les publications) (Kokoeva, 2005; Li et al., 2012).  

Ces différents résultats montrent qu’en condition normale, l’hypothalamus présente 

une neurogenèse, oligodendrogenèse et astrogenèse continues. La neurogenèse semble 

cependant moins fréquente et plus lente que dans la SVZ et SGZ. L’identification de la cellule 

souche à l’origine de cette neurogenèse fait encore débat. Ces discordances à travers la 

littérature suggèrent la présence de multiples précurseurs, à la fois aux niveaux de la zone 

ventriculaire et du parenchyme de l’hypothalamus.  

 

4.4 Différentes cellules progénitrices dans l’hypothalamus ? 

4.4.1 Tanycytes β 

L’administration périphérique de BrdU (via la nourriture, l’eau ou par de multiples 

injections par voie intra-péritonéale) conduit à une incorporation efficace de BrdU au niveau 

des tanycytes β2 de l’éminence médiane à la base du 3ème ventricule (Lee et al., 2012; Haan 

et al., 2013). Cette administration permet également d’observer, à plus long terme, des 

neurones (identifiés par le marqueur HuC/D) marqués par le BrdU au niveau de l’éminence 

médiane. De plus, le traçage des tanycytes β2 au moyen de la lignée Nestin::CreERT2 

conduit à l’apparition progressive de cellules HuC/D-positives tracées au niveau de 



Figure 19  Différences d’incorporation du BrdU à travers l’hypothalamus en fonction de la voie 

d’administration et de l’exposition au CNTF.

A, L’administration intracérébroventriculaire (i.c.v.) permet d’atteindre le liquide cérébrospinal par le ventricule 

latéral. LV, ventricules latéraux ; 3V, 3ème ventricule ; 4V, 4ème ventricule. B, Les résultats de (Kokoeva et al., 2007) 

montrent la différence de biodisponibilité du BrdU entre une administration périphérique (intrapéritonéale ou i.p.) et 

une administration i.c.v.. L’effet mitogène du facteur de croissance CNTF (ciliary neurotrophique factor) sur la zone 

ventriculaire et périventriculaire du 3ème ventricule (3V) est également mis en évidence ici, et permet une augmentation 

significative du nombre de cellules BrdU-positives (cerveaux analysés 7 jours après injection).
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l’éminence médiane (Lee et al., 2012). Ces résultats suggèrent que les tanycyte β2 sont des 

progéniteurs neurogéniques de l’éminence médiane.  

4.4.2 Tanycytes α 

Une autre étude révèle que l’administration i.c.v. de BrdU conduit à une incorporation 

du BrdU sur l’ensemble de la zone ventriculaire du MBH et plus particulièrement au niveau 

des tanycytes α2 du noyau arqué. Les auteurs suggèrent que la voie i.c.v. permettrait une 

meilleure biodisponibilité du BrdU au niveau de l’hypothalamus. L’administration 

périphérique marquerait uniquement les cellules de l’éminence médiane, en raison d’une 

perméabilité particulière de la barrière hémato-encéphalique dans cette structure (Figure 19B) 

(Kokoeva et al., 2007). Le suivi des tanycytes α2 avec la lignée GLAST ::CreERT2 permet de 

montrer que ces cellules sont capables de proliférer et de générer des tanycytes α et β. Plus 

particulièrement, une sous-population dorsale de tanycytes α2 exprimant spécifiquement le 

gène GFAP possède une capacité accrue à former des neurosphères in vitro en comparaison 

avec les autres populations de tanycytes. Le suivi de cette population in vivo montre qu’elle 

génère préférentiellement des astrocytes (GFAP+) dans l’ensemble du parenchyme et en 

moindre proportion des neurones dans les zones périventriculaires du MBH (Robins et al., 

2013a). Ces résultats indiquent que les tanycytes α2 possèdent des caractéristiques de 

cellules souches. 

 

L’ensemble de ces études montre que – par un processus encore non caractérisé – 

différentes populations de tanycytes sont capables de générer de nouvelles cellules neuronales 

et gliales du MBH (Bolborea and Dale, 2013). D’autre part, l’activité proliférative des 

tanycytes et le nombre de cellules générées dans le parenchyme sont fortement augmentés par 

l’effet mitogène de nombreux facteurs de croissance au niveau de la zone ventriculaire, tels 

que FGF, IGF, BDNF, CNTF, etc. (Xu et al., 2005; Pérez-Martín et al., 2010; Haan et al., 

2013; Robins et al., 2013a). Ainsi, en plus de constituer une porte de communication entre le 

système vasculaire, le système ventriculaire et les réseaux neuronaux du MBH, les tanycytes 

constitueraient une population mixte de cellules souches et de cellules progénitrices.  

Similairement aux cellules souches de la SVZ, les tanycytes sont hétérogènes et 

organisés en différents domaines à travers la zone ventriculaire. Ces différents domaines sont 

identifiés par l’expression de certains marqueurs (notamment GFAP, Glit-1, GLAST, Fgf-10, 

etc.) (Figure 19) (Rodríguez et al., 2005; Haan et al., 2013; Robins et al., 2013a). Cette 



régionalisation des tanycytes semble déterminer leur capacité à générer préférentiellement 

d’autres tanycytes, des astrocytes, des oligodendrocytes ou des neurones, ainsi que les zones 

où s’intègrent leurs dérivés (éminence médiane, noyaux arqué, ventro-médial ou dorso-

médial) (Figure 20). 

Au regard de ces découvertes, plusieurs questions restent encore en suspens concernant les 

propriétés des tanycytes.  

- Comment se met en place leur régionalisation après la naissance ?  

- Quelles sont les différentes fonctions de ces sous-populations de tanycytes ?  

- Répondent-elles différemment aux signaux locaux, périphériques et 

environnementaux (hormones, alimentations, comportements, inflammation, etc.) ? 

Enfin, bien que l’observation de cellules exprimant DCX suggère la présence de neuroblastes 

(Batailler et al., 2014), l’enchainement précis des étapes cellulaires conduisant un tanycyte à 

générer un neurone intégré au sein du parenchyme reste à déterminer.  

4.4.3 Autres précurseurs neurogéniques situés dans la zone ventriculaire et le parenchyme 

Plusieurs publications suggèrent que des cellules de la couche épendymaire ou sous-

épendymaire de la zone dorsale du 3ème ventricule (zone dépourvue de tanycyte) sont 

également capables de générer de nouveaux neurones. Certains de ces progéniteurs seraient 

analogues aux cellules gliales de type B1 de la SVZ (Pérez-Martín et al., 2010; Wang et al., 

2012).  

D’autre part, la présence de cellules capables d’incorporer le BrdU à distance du mur 

ventriculaire suggère l’existence de cellules progénitrices établies dans le parenchyme. Une 

publication récente suggère que les cellules gliales Sox2+ NG2+ constituent un type de 

cellules souches du parenchyme et une source complémentaire de nouveaux neurones et 

oligodendrocytes chez l’adulte (Robins et al., 2013b). Le potentiel de la glie NG2 à générer de 

nouveaux neurones, notamment dans le cortex piriforme adulte, a plusieurs fois été suggéré 

(Guo et al., 2010) et un mécanisme similaire pourrait se produire dans l’hypothalamus 

(Figure 20). 

 

4.5 Neurogenèse adulte de l’hypothalamus : implications dans le contrôle du 

métabolisme 

 Les noyaux du MBH sont impliqués dans le contrôle de la balance énergétique en 

agissant sur les sensations d’appétit, la prise de nourriture, la régulation du stockage de 

graisse et la dépense énergétique. Ce contrôle homéostatique répond à différents signaux 



Figure 20   Les tanycytes, progéniteurs neuraux de l’hypothalamus adulte.

Les données obtenues à travers la littérature de ces dix dernières années suggèrent plusieurs sources de neurogenèse au 

sein de l’hypothalamus médio-basal. D’une part, plusieurs populations de tanycytes sont capables de générer des cellules 

neuronales chez l’adulte. Les tanycytes alpha-2 dorsaux seraient notamment capables de s’auto-renouveler et de générer 

des cellules gliales au sein du parenchyme. Les étapes cellulaires de cette neurogenèse adulte ne sont pas encore identifiées 

(en vert) mais impliqueraient des cellules exprimant DCX. D’autre part, certaines publications suggèrent la présence de 

cellules épendymales ou d’astrocytes neurogéniques dans la partie dorsale du mur. Enfin, une dernière publication montre 

que les cellules NG2-positives sont capables de se différencier en neurones et suggèrent que ces cellules constitueraient 

une source parenchymale complémentaire mais prépondérante de neurogenèse et de gliogenèse (en bleu clair). EM, 

éminence médiane ; 3V, 3ème ventricule.
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systémiques (p. ex. glucose, acides gras, acides aminés, etc.), dont un certain nombre 

d’hormones (p. ex. leptine, ghréline, insuline, etc.). Deux populations de neurones du noyau 

arqué aux fonctions antagonistes sont au centre de ce contrôle :  

- les neurones anorexigènes qui produisent de la pro-opiomélanocortine (POMC) et 

favorisent la perte de poids 

- et les neurones orexigènes, caractérisés par la production de NPY (Neuropeptide Y) 

et d’AgRP (Agouti-related peptide), qui favorisent le gain de poids. 

L’obésité et les désordres métaboliques seraient en partie dus à une inflammation de cette 

partie de l’hypothalamus et à une modification subséquente de ces circuits neuronaux 

(notamment par apoptose sélective de certaines populations) menant à une dérégulation 

pathologique permanente du contrôle de la balance énergétique (Tang et al., 2015). Trois 

études récentes, présentées ci dessous, mettent en évidence l’interdépendance entre ce rôle 

homéostatique du MBH et la neurogenèse adulte.  

4.5.1 La neurogenèse adulte permet de modifier les circuits neuronaux de la balance 

énergétique, en conditions physiologique et pathologique  

Le traitement au CNTF (Ciliary neurotrophic factor) chez les individus obèses induit 

une perte de poids à long terme, qui perdure après l’arrêt du traitement au CNTF. Chez la 

souris, ce facteur de croissance est capable de stimuler la neurogenèse adulte au niveau du 

MBH (Kokoeva, 2005). Certains des nouveaux neurones produits expriment les marqueurs 

POMC ou NPY et sont activables par une co-injection de l’hormone leptine, deux 

caractéristiques qui suggèrent leur intégration fonctionnelle dans les circuits neuronaux 

régissant la balance énergétique. La suppression de la neurogenèse – par injection du bloqueur 

mitotique Ara-C  – entraine une suppression de l’effet à long terme du CNTF sur le poids. Les 

auteurs de cette étude suggèrent que l’effet à long terme du CNTF passe par une 

augmentation de la neurogenèse adulte et l’intégration de nouveaux neurones dans le circuit 

contrôlant la balance énergétique. Ainsi, malgré leurs faibles taux de production au niveau du 

MBH, les nouveaux neurones sont susceptibles d’avoir un impact significatif sur les fonctions 

de l’hypothalamus (Kokoeva, 2005). 

4.5.2 La neurogenèse adulte permet une régénération de populations neuronales soumises à 

une dégénérescence induite  

L’ablation rapide et spécifique des neurones orexigènes (NPY+ AgRP+) provoque une 

sévère anorexie et une perte de poids. Étonnamment, une dégénération progressive de ces 

mêmes neurones n’a pas d’effet sur l’alimentation ou le poids. Par contre, si la neurogenèse 



adulte est bloquée, cette même neurodégénération progressive conduit alors à un phénotype 

anorexique. Les nouveaux neurones orexigènes produits par la neurogenèse adulte sont donc 

suffisants pour compenser les effets de cette neurodégénération progressive (Pierce and Xu, 

2010).  

4.5.3 L’altération de la neurogenèse adulte est impliquée dans l’étiopathogénie des 

désordres alimentaires et du vieillissement. 

Lorsque les souris sont soumises à un régime riche en graisses (high fat diet), le 

nombre et la prolifération des cellules souches Sox2+ de l’hypothalamus sont diminués. La 

survie et la différenciation des cellules nouvellement générées en neurones, oligodendrocytes 

et astrocytes sont également affectées (Li et al., 2012). Cet effet serait lié à une augmentation 

de la sécrétion d’interleukine par les microglies (TNFα et IL-1β) et donc à l’apparition d’un 

état inflammatoire. Celui-ci conduirait à une activation de voies pro-apoptotiques au niveau 

des cellules souches (notamment la voie IKKβ/NF-κβ), ainsi qu’à une inhibition de la 

différenciation neuronale (par activation de la voie Notch). De plus, une activation 

permanente de la voie IKKβ/NF-κβ dans des cellules souches Sox2+ est suffisante pour 

provoquer une obésité et des symptômes diabétiques chez des souris nourries normalement 

(Li et al., 2012). Ce lien entre alimentation, inflammation et activité/maintien des cellules 

souches adultes du MBH est intéressant. Il a été montré récemment qu’un mécanisme 

similaire de micro-inflammation de l’hypothalamus (impliquant également la voie IKKβ/NF-

κβ) est responsable du vieillissement systémique du corps avec le temps (responsable en 

particulier d’une réduction des capacités physiques et cognitives). Ce vieillissement entraîne 

notamment une diminution de la neurogenèse au niveau de l’hippocampe, de la SVZ et de 

l’hypothalamus (Zhang et al., 2013). Ce mécanisme pourrait-il expliquer le lien toujours 

présumé entre qualité de l’alimentation et espérance de vie (Tang et al., 2015) ? 

 

Les études résumées dans ces trois derniers paragraphes montrent une implication de 

la neurogenèse adulte du MBH dans le contrôle par l’hypothalamus de l’homéostasie 

énergétique. Cette régulation croisée entre l’activité neuronale, la neurogenèse, l’alimentation 

et la prise de poids semble être dynamique et dépendre de la zone étudiée, du paradigme 

expérimental utilisé ou encore du sexe de l’animal (Kokoeva, 2005; Lee et al., 2012; Severi et 

al., 2013; Lee et al., 2014). Ces résultats permettent de supposer que le contrôle de la balance 

énergétique par le MBH contient une composante à court terme, passant par l’activité 

neuronale, et une composante à long terme, passant par l’activité proliférative des cellules 



souches et la production de nouveaux neurones fonctionnels. En cas de dérèglement 

pathologique de la balance énergétique, une inflammation locale du MBH pourrait provoquer 

un épuisement de la niche de cellule souche (notamment par apoptose) et renforcer à long 

terme le dérèglement de la balance énergétique (Tang et al., 2015). L’influence des cellules 

souches adultes pourrait également reposer sur la génération de cellules gliales. Comme 

mentionné précédemment, les tanycytes α génèrent des astrocytes, notamment après une 

activation par le FGF (Robins et al., 2013a). Or il a été montré récemment que les astrocytes 

participent activement à la fonction du MBH et sont par exemple impliqués dans la 

signalisation impliquant l’hormone leptine (Kim et al., 2014). Comprendre comment la niche 

du MBH génère des cellules neuronales et gliales pourrait permettre d’améliorer le traitement 

de l’obésité et des désordres alimentaires (comme l’anorexie). 

Les neurones liés au contrôle de l’alimentation (PomC+ ou NPY+) ne représentent 

qu’une très faible proportion des neurones générés au niveau de l’hypothalamus adulte ; ce 

qui suggère que la neurogenèse pourrait également participer aux autres fonctions autonomes 

de l’hypothalamus : interaction sociale, sexualité, maternité, rythmes circadiens, etc. 

 

La présence de cellules souches au sein de l’hypothalamus a été montrée chez le poisson-

zèbre, les rongeurs, et le mouton (Migaud et al., 2010; Wang et al., 2012; Mohr and Sisk, 

2013). Cependant, avant d’exclure définitivement le menu Maxi Best Of de son alimentation 

pour ménager sa neurogenèse adulte, se pose la question : cette niche est-elle présente et 

fonctionnelle chez l’Homme ?  



5 Implication des cellules des capsules frontières dans le développement 

du système nerveux périphérique (et de mon projet de thèse) 
Le système nerveux périphérique (SNP) est originaire de la crête neurale. Durant la 

neurulation, la crête neurale est spécifiée à la bordure entre l’ectoderme et le neuroectoderme 

et occupe la partie dorsale du tube neurale lorsque celui-ci se referme (Figure 4A). Les 

cellules de la crête neurale vont alors subir une transition épithélio-mésenchymateuse 

(Gammill and Bronner-Fraser, 2003). Elles délaminent du tube et migrent, souvent sur de 

longues distances, puis se différencient en une variété de types cellulaires, incluant les 

mélanocytes de la peau, les neurones et cellules gliales du SNP, ainsi que les tissus osseux et 

cartilagineux de la tête. Au niveau du tronc, la migration des cellules de la crête neurale se 

décompose en trois flux distincts :  

- un flux ventral et profond entre les somites et le tube neural qui va générer les 

neurones du SNP autonome,  

- un flux ventro-latéral passant par la moitié antérieure des somites qui donnera 

naissance aux neurones sensoriels et cellules de Schwann, 

- un flux dorso-latéral qui va donner naissance aux mélanocytes  

 

La crête neurale donne enfin naissance à une population cellulaire transitoire appelée 

cellules des capsules frontières (CF). Ces cellules sont localisées aux niveaux des points 

d’entrée et de sortie des nerfs périphériques et crâniens, à l’interface entre le SNC et le SNP 

(Figure 21A). Le facteur de transcription Krox20 fut le premier marqueur des cellules CF. Son 

expression au niveau des CF est détectable dès E10,5 chez la souris (Figure 21B). Grace à ce 

marqueur – et aux nombreux outils génétiques développés autour – le laboratoire de Patrick 

Charnay a découvert plusieurs fonctions des cellules CF durant le développement du SNP. 

Tout d’abord, elles sont nécessaires au confinement des corps cellulaires des motoneurones 

dans la moelle épinière (Figure 21C) : leur élimination chez la souris conduit en effet à la 

translocation des corps cellulaires des motoneurones vers la périphérie (Vermeren et al., 

2003). D’autre part, le suivi des cellules CF et de leurs dérivés in vivo, au moyen de la lignée 

Krox20Cre, a permis de montrer qu’elles migrent le long des racines des nerfs et dans les 

DRG. Les CF donnent alors naissance à la quasi-totalité des cellules de Schwann des racines 

des nerfs et à une partie des neurones sensoriels et des cellules satellites du DRG 

(Figure 21D) (Maro et al., 2004). 



B

Figure 21 Caractéristiques des cellules des capsules frontières (CF).

A, Les cellules des CF (en vert) sont transitoirement localisées aux points d’entrée des axones sensoriels au niveau de la 

racine dorsale et aux points de sortie des axones moteurs au niveau de la racine ventrale du tube neural embryonnaire. B, Les 

résultats obtenus par hybridation in situ sur des coupes transverses d’embryon à E12.5 montre que les cellules des CF expriment 

spécifiquement les gènes Krox20 (aussi connu sous le nom d’Egr2) et Prss56 (ou L20). C, L’élimination des cellules des CF 

conduit au déplacement d’une partie des corps cellulaires des motoneurones vers la périphérie. Les cellules des CF jouent donc 

un rôle dans le confinement des corps cellulaires des motoneurones à l’interface entre le SNC et le SNP. D, Les cellules des CF 

constitue une source de cellules gliales et neuronales des racines ventrales et dorsales et des ganglions rachidiens. Certaines de 

ces cellules seraient susceptibles de migrer vers des structures plus périphériques, cependant, en 2010, le devenir de ces cellules 

était encore inconnu...
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Indépendamment des cellules CF, le gène Krox20 devient exprimé par les cellules de 

Schwann à partir de E15,5 chez la souris, ce qui nous empêche de l’utiliser pour suivre les 

dérivés des cellules CF au delà de cette période (Topilko et al., 1994). Pour contourner cette 

limite, le laboratoire a identifié plusieurs nouveaux marqueurs de ces cellules, dont le gène 

Prss56 (précédemment appelé L20) (Figure 21B) (Coulpier et al., 2009). Dans le SNP, son 

expression est restreinte aux CF et absente des cellules de Schwann ce qui en fait un candidat 

idéal pour le suivi des dérivées des CF chez l’adulte. Le laboratoire a récemment généré une 

lignée murine portant insertion de Cre recombinase au locus de Prss56 (Prss56Cre). 

L’utilisation de cette lignée en combinaison avec des lignées rapportrices (inductibles par la 

Cre) a permis de révéler qu’une partie des dérivées des CF migrent le long des nerfs jusqu'à la 

peau et donnent naissance à des cellules de Schwann au niveau des terminaisons nerveuses et 

à des cellules souches au potentiel neurogénique. Cette étude, dont le manuscrit est en 

révision et à laquelle j’ai initialement contribué, est présentée en annexe : (Gresset et al., en 

révision). 

 

Durant cette étude, j’ai découvert que Prss56 était également exprimé 

indépendamment des cellules CF dans d’autres structures embryonnaires : oreille interne, 

bulbe olfactif, bourgeon caudal, cerveau, etc. En analysant le devenir de ces cellules chez 

l’adulte, j’ai été surpris de constater la présence de cellules potentiellement souches tracées 

dans le cerveau au niveau des trois niches neurogéniques : la SVZ du mur latéral, le GD de 

l’hippocampe et l’hypothalamus. Je me suis donc attelé au cours de ma thèse à l’étude de la 

neurogenèse adulte au moyen de l’outil Prss56Cre. La partie suivante de ce manuscrit présente 

les résultats de ces observations, principalement à travers le manuscrit (Jourdon et al.) qui, à 

l’instant où vous lirez ces lignes, sera je l’espère soumis à un journal scientifique pour 

publication (voire accepté si vous avez noté de la poussière sur la page de couverture en 

ouvrant cette thèse…). 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS 





Présentation 
L’absence de marqueur spécifique des cellules souches neurales adultes complique 

l’étude de la neurogenèse adulte et ralentit le rythme des découvertes dans ce domaine. 

L’étude présentée dans cette partie révèle que le gène Prss56 est exprimé dans des 

populations très restreintes de cellules souches neurales. La lignée Prss56Cre, qui permet de 

suivre le devenir des cellules exprimant ce gène, pourrait constituer un outil stratégique dans 

l’étude du développement, du fonctionnement et de l’hétérogénéité des niches neurogéniques 

du système nerveux murin. 

D’une part, la lignée Prss56Cre permet de suivre le devenir d’une sous-population de glies 

radiaires du pallium embryonnaire et leur transformation progressive en cellules souches 

neurales adultes du GD. D’autre part, au niveau du mur latéral, le gène Prss56 n’est exprimé 

qu’après la naissance dans une sous-population de cellules souches de type B1 situées 

principalement dans partie ventrale de la SVZ. Le traçage de ces cellules régionalisées 

confirme qu’elles génèrent préférentiellement deux sous-types d’interneurones du BO. Enfin, 

nous montrons qu’une sous-population de tanycytes alpha-2 du 3ème ventricule exprime le 

gène après la naissance. Le suivi de cette population met en évidence un nouveau type 

cellulaire potentiellement impliqué dans la neurogenèse postnatale de l’hypothalamus. 

 

A ces résultats, je me permets d’ajouter quelques curieuses données préliminaires, qui 

suggèrent que certains neurones générés par la SVZ adulte s’intègreraient localement dans la 

SVZ, la RMS et le striatum. 

 

 

 

 
L’article suivant est écrit en anglais et présenté sous la forme d’un manuscrit en prépublication. Les cinq figures 

principales sont présentées avec le texte et les figures supplémentaires sont disposées à la fin. Les données 

additionnelles, qui ne seront pas publiées dans cet article, sont présentées à la suite, sous la forme d’un court 

paragraphe de résultats accompagné de deux figures. 
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ABSTRACT  

 

Adult neurogenesis in the mammalian brain is restricted to specific regions, such as the 

dentate gyrus (DG) in the hippocampus and the subventricular zone (SVZ) in the walls of the 

lateral ventricles. Here, we used a mouse line carrying a knock-in of the Cre recombinase in 

the Prss56 gene, in combination with two Cre inducible fluorescent reporters (Rosa26mT/mG 

and Rosa26tdTom), to perform genetic tracing of Prss56-expressing cells in the adult brain. We 

found labeled cells in three neurogenic niches: the DG, the SVZ and the hypothalamus 

ventricular zone (HVZ). In the prospective DG, Prss56 is expressed during embryogenesis in 

a subpopulation of radial glia. The pattern of migration and differentiation of traced cells 

during development recapitulates the successive steps of DG neurogenesis, including the 

formation of a subpopulation of adult neural stem cells (NSC). In the SVZ, Prss56 is 

expressed postnatally in a subpopulation of adult NSC mainly localized in the medial-ventral 

region of the lateral wall. This subpopulation preferentially gives rise to deep granule and 

Calbindin-positive periglomerular interneurons in the olfactory bulb. Finally, Prss56 is also 

expressed in a subpopulation of α2-tanycytes, which are potential adult NSC of the HVZ. Our 

observations suggest that some traced α2-tanycytes translocate their soma into the 

parenchyma and may give rise to a novel cell type in this territory. Altogether, this study 

establishes the Prss56Cre line as an efficient and promising new tool to study various aspects 

of adult neurogenesis in the mouse. 



  



INTRODUCTION 

 

Neurogenesis persists throughout life in mammals in two major neurogenic niches: the 

subgranular zone (SGZ) of the dentate gyrus (DG) in the hippocampus, and the subventricular 

zone (SVZ) in the walls of the lateral ventricles (Altman and Das, 1965a; Lois and Alvarez-

Buylla, 1994). More recently, adult neurogenesis was also observed in other regions of the 

brain, such as the hypothalamus in rodents (Kokoeva et al., 2005; Pierce and Xu, 2010; 

Robins et al., 2013) and the striatum in humans (Ernst et al., 2014). 

The general organizations of adult SGZ and SVZ germinal niches are similar 

(reviewed in (Ihrie and Álvarez-Buylla, 2011; Ming and Song, 2011; Gage and Temple, 

2013)). A population of cells with astroglial properties behaves as neural stem cells (NSC), 

generating intermediate progenitors (also named transient amplifying progenitors) by 

asymmetric division. These progenitors divide and give rise to neuroblasts that continue to 

proliferate, migrate and differentiate into neurons. In the DG, the neuroblasts migrate into the 

granular layer and mature into excitatory granule neurons. In the SVZ, the neuroblasts 

migrate over long distances along the rostral migratory stream (RMS) to the olfactory bulb 

(OB). In the OB, they differentiate into two major types of interneurons, periglomerular cells 

(PGC) in the glomerular layer, and granule cells (GC) in the granule cell layer. Adult born 

neurons integrate into pre-existing circuits of the DG and OB, but exhibit electrophysiological 

properties different from those of their embryonic counterparts until they have reached 

complete maturation (Esposito, 2005; Ge et al., 2007; Marín-Burgin et al., 2012; Deshpande 

et al., 2013). Although only a small subpopulation of neurons are generated postnatally, their 

enhanced synaptic plasticity confers the adult circuitry the ability to evolve in response to 

experience, without affecting its general stability (Ge et al., 2007; Lepousez et al., 2014). 

Adult neurogenesis in these niches is therefore essential for some forms of learning, memory 

and mood regulation (Zhao et al., 2008). 

As indicated above, several studies have also reported the existence of neural 

stem/progenitor cells and neurogenesis in the adult hypothalamus (Pencea et al., 2001; 

Markakis, 2004; Kokoeva et al., 2005; Xu et al., 2005; Pierce and Xu, 2010; Robins et al., 

2013). Since the hypothalamus is a master regulator of the neuroendocrine function, this 

finding suggests that the integration of newborn neurons may affect the control of basic 

physiological functions, such as feeding. Indeed, blocking adult neurogenesis in the medial-

basal hypothalamus results in altered weight and metabolic activity in adult mice (Lee et al., 



2012). In this part of the hypothalamus, the third ventricle is lined dorsally by ciliated 

ependymal cells and ventrally by non-ciliated radial glial-like cells, termed tanycytes. The 

tanycytes constitute a heterogeneous population divided in four subtypes (α1, α2, ß1 and ß2) 

depending on the dorsal-ventral position of the cell bodies, projection of the basal processes 

and expression of specific markers (Rodríguez et al., 2005; Haan et al., 2013; Robins et al., 

2013). Recent studies, based on fate mapping and functional characterization, revealed that 

populations of α2 and ß2 tanycytes self-renew and generate glial and neuronal derivatives 

(Lee et al., 2012; Haan et al., 2013; Robins et al., 2013). However the cellular pathways 

involved in this process are still unknown. 

Rapid progress in the understanding of the adult NSC properties and functions was 

made possible by the development of new tools, such as proliferation markers, viral vectors 

and conditional mutant mice (Gage and Temple, 2013). However, additional specific markers 

are still needed to address many issues, old and recent, concerning adult neurogenesis. The 

Prss56 gene (previously named L20) encodes a secreted trypsin-like serine protease involved 

in eye development in mice and humans, although its precise function has not been elucidated 

so far (Gal et al., 2011; Nair et al., 2011). We have shown that Prss56 is also expressed in 

neural crest-derived boundary cap cells during mouse embryonic development (Coulpier et 

al., 2009). To further study the function of this gene and investigate the fate of Prss56-

expressing cells, we have generated a knock-in allele, Prss56Cre, carrying the Cre 

recombinase in the locus (Gresset et al., manuscript submitted for publication). Combination 

of this allele with Cre-activable reporter constructs allowed tracing of Prss56-expressing cells 

and their derivatives. Unexpectedly, in the postnatal brain, traced cells were found 

specifically in several neurogenic niches, including the SGZ, the SVZ and the lateral wall of 

the hypothalamus. In the developing DG, we observed that Prss56 is expressed in a 

subpopulation of radial glia from embryonic day (E) 13.5 in the dentate ventricular zone 

(dVZ). The pattern of migration and differentiation of their derivatives faithfully recapitulates 

the successive steps of morphogenesis and neurogenesis of the DG, indicating that these cells 

participate to its formation. In the SVZ, Prss56 is expressed postnatally in a ventral 

subpopulation of NSC and the Prss56Cre allele allows tracing of their derivatives through the 

RMS to the OB, where they differentiate preferentially into deep GCs and Calbindin-positive 

PGCs. Finally, in the hypothalamus, Prss56 is expressed in α2 type tanycytes that proliferate, 

translocate their soma into the parenchyma and can generate neurons or glia in the arcuate and 

dorsal-medial nuclei in the adult. The newly generated Prss56Cre mouse line therefore appears 



as a powerful genetic tool to further study the development, the organization and the functions 

of postnatal neurogenic niches.  

 

  



MATERALS AND METHODS 

 

Animals 

The Prss56Cre mouse line was generated by insertion of the Cre recombinase coding sequence 

immediately after the ATG start codon of the Prss56 gene (Gresset et al., manuscript 

submitted for publication). Genotyping was performed by PCR using DNA extracted from the 

tail and the following primers: 5’-CAGGTGAGGTGCGGACCATT-3’, 5’-

ACGGAAATCCATCGCTCGACCAGTT-3’ and 5’-AAACCACTGCCCACCGACAT-3’. 

The Prss56Cre/Cre homozygous animals are viable and fertile. The other mouse lines, as well as 

their genotyping, were described previously: hGFAP:GFP (Nolte et al., 2001), Rosa26mT/mG 

(Muzumdar et al., 2007) and Rosa26tdTom (Madisen et al., 2010). All lines were maintained in 

a mixed C57BL/6/DBA/2 background. Brains were extracted after transcardiac perfusion with 

4% paraformaldehyde, then post-fixed in the same solution overnight at 4°C and cut with a 

vibratome. When required, vibratome sections were kept in storage buffer (30% glycerol, 

30% ethylene glycol in sodium phosphate buffer) at -20°C until further processing. Lateral 

wall whole-mounts were prepared as described and fixed in 4% paraformaldehyde at 4°C for 

3 h (Mirzadeh et al., 2010). Mice housing and breeding, euthanasia and experimental 

procedures were performed in accordance with the Council of European Union directive of 

September 22, 2010 (2010/63/UE) and approved by the French Ethical Committee (Project n° 

B750520).  

 

Immunohistochemistry and imaging 

Vibratome sections (50-150 µm) and whole-mounts were blocked for 1 h at room temperature 

with 10% fetal bovine serum, 0.3% Triton X-100 in phosphate buffered saline solution (PBS). 

Primary antibodies were incubated in the same solution overnight at 4°C and secondary 

antibodies were incubated for 3 h at room temperature in 1% fetal bovine serum, 0.3% Triton 

X-100 in PBS solution. Sections were counterstained with Hoechst 33342 (Sigma) for nuclei 

detection. The following primary antibodies were used: mouse anti-APC (1/500, Abcam); rat 

anti-BrdU (1/100, AbCys); rabbit anti-BLBP (1/200, Millipore); mouse anti-Calbindin (1/500, 

Swant); goat anti-Calretinin (1/500, Swant); mouse anti-β-catenin (1/200, BD Transduction); 

goat anti-DCX (1/300, Santa Cruz); rabbit anti-dsRed (1/400, Clontech); mouse anti-GFAP 

(1/100, Millipore); rabbit anti-GFAP (1/300, Dako); rabbit anti-GFP (1/500, Invitrogen); rat 



anti-GFP (1/500, Nacalai Tesque); mouse anti-Nestin (1/100, Millipore); mouse anti-NeuN 

(1/800, Millipore); goat anti-NeuroD (1/400, Santa Cruz Biotechnology); goat anti-Prox1 

(1/400, R&D Systems); mouse anti-S100 (1/500, Sigma); goat anti-Sox2 (1/200, Santa Cruz 

Biotechnology); goat anti-Sox10 (1/100, Santa Cruz Biotechnology); mouse anti-TH (1/1000, 

Millipore); mouse anti-βIII-tubulin (1/600, Millipore); mouse anti-γ-tubulin (1/500, Sigma); 

chicken anti-vimentin (1/100, Millipore). Secondary antibodies labeled with Cy3, Cy5, 

Alexa488, Alexa597 and Alexa647 were from Jackson Immuno Research and Molecular 

Probes. Sections were mounted in Fluoromont (SouthernBiotech). Images were acquired on 

Leica confocal microscopes SP5 and SP8. Image processing and analysis were performed 

using ImageJ and Adobe Photoshop softwares. Cell counting data in the SVZ, RMS, OB and 

DG regions involved the analysis of at least three different confocal stacks per region and per 

animals. Co-localization with different markers was confirmed by the analysis of single 

optical slices.  

 

In situ hybridization and BrdU labeling 

mRNA in situ hybridization was performed on brain vibratome sections (150 µm) from wild 

type and Prss56Cre/Cre animals using digoxygenin-labeleled RNA probes synthesized by PCR 

as described previously (Coulpier et al., 2009). For BrdU labeling, 3 month-old mice received 

daily intraperitoneal injections (IP) of 5-bromodeoxyuridine (BrdU, Sigma) in saline solution 

at 50 mg/kg/day for 7 days. The chase periods were either 5 or 12 weeks after the last 

injection and 3 to 4 animals were analyzed per group. For BrdU immunodetection, sections 

were pre-treated with HCl 2N at 37°C for 30 min before primary antibody labeling. FGF and 

BrdU infusions were performed as described (Robins et al., 2013). In brief, 3 month-old mice 

were implanted with a steel guide cannula to reach the right lateral ventricle using the 

following stereotaxic coordinates: Bregma, AP: -0.5 mm; L: +1.2 mm; DV: -2.5 mm. 

Osmotic pumps (Alzet) were installed and filled with artificial cerebrospinal fluid containing 

1 mg/mL mouse serum Albumin (Sigma), 1 mg/mL BrdU and 60 µg/mL bFGF (Sigma). The 

solution was released for 7 days in the lateral ventricle. Mice were sacrificed 6 weeks after the 

beginning of the infusion.  



RESULTS 

 

Fate mapping of Prss56-expressing cells in the neurogenic niches of the adult brain 

To identify Prss56-expressing cells and their progeny in the adult brain, we first introduced 

the knock-in Prss56Cre allele (Gresset et al., manuscript submitted for publication; Fig. 1a) 

into the Rosa26mT/mG reporter line, in which Cre recombination leads to permanent expression 

of the membrane-targeted enhanced green fluorescent protein (Madisen et al., 2010) 

(Muzumdar et al., 2007). Analysis of parasagittal sections through Prss56Cre/+Rosa26mT/mG 

adult brain revealed the presence of GFP-positive cells in two neurogenic niches, the DG and 

the SVZ, as well as in the RMS and the OB (Fig. 1b). We therefore investigated whether these 

traced cells participate in adult neurogenesis. 

 In the DG, we observed different types of labeled cells, including neurons, NSCs and 

astrocytes (Fig. 1c; Supplemental Fig. 1a). Most GFP-positive cells show low levels of 

fluorescence and correspond to granule neurons, with their cell bodies in the granular layer, 

dendrites in the molecular layer and a single axon extending to CA3 through the hilus (Fig. 

1c; Supplemental Fig. 1a, b’). More highly fluorescent cells, showing a radial morphology, a 

cell body located in the SGZ, a radial process extending through the granular layer and a 

dense arborization in the molecular layer, express glial fibrillary acidic protein (GFAP) and 

Nestin, two markers of NSCs (Fig. 1d, e; Supplemental Fig. 1b, b’). These cells are likely to 

correspond to the so-called type I NSCs of the DG (Kempermann et al., 2004). Another 

population of highly fluorescent cells, observed in the molecular layer and hilus, show  

morphologies consistent with an astrocytic identity (Fig. 1c; Supplemental Fig. 1a).  

 Tracing of transient amplifying progenitors and neuroblasts was difficult to establish 

because of the membrane localization of the GFP reporter. To circumvent this difficulty, we 

used another reporter, Rosa26tdTom, for which Cre-mediated recombination results in the 

expression of cytoplasmic tandem dimer tomato (tdTom, Fig. 1a; Supplemental Fig. 1c; 

(Madisen et al., 2010)). Using this reporter, together with a hGfap::GFP allele 

(Beckervordersandforth et al., 2010), we first confirmed that some of the Prss56-traced cells 

simultaneously express GFAP and Nestin (Supplemental Fig. 1d, d’), establishing that they 

are type I NSCs. These cells express low levels of the tdTom reporter (Supplemental Fig. 1d). 

In addition, co-labeling for the T-box brain protein 2 (Tbr2) and doublecortin (DCX) markers 

indicated that transient amplifying progenitors (Tbr2-positive) and neuroblasts (DCX-

positive) were among the traced cells (Fig. 1f). To confirm that traced NSCs in the SGZ 
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Figure 1. Tracing of Prss56-expressing cell 
derivatives in the adult brain. a Schematic 
representation of the Prss56Cre, Rosa26mT/

mG and Rosa26tdTom alleles. b Parasagittal 
section through an adult Prss56Cre/+,Rosa26mT/

mG/+ brain, revealing labeled (green) cells in 
the DG, SVZ, RMS and OB. Also note the 
presence of labeled olfactory ensheathing cells 
at the periphery of the bulb. c Coronal section 
though an adult Prss56Cre/+,Rosa26mT/mG/+ DG, 
showing the presence of labeled type I NSCs 
(arrow), astrocytes (arrowhead) and granule 
neurons (mostly identifiable by their axons 
and dendrites). d, e Optical slices of confocal 
z-stacks showing that labeled (green) type I 
NSCs express GFAP (d, arrow) and Nestin 
(e, arrow). f Optical slice through an adult 
Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ SGZ, showing traced 
(red) transient amplifying progenitor cells 
that are DCX- and Tbr2-positive (arrows) 
and a traced DCX-positive neuroblast 
(arrowhead). g Optical slice through a 
Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ SGZ, showing a 
traced (red) NeuN-positive granule neuron 
that incorporated BrdU during adulthood 
(arrow). The BrdU injection protocol is 
schematized below. h Coronal confocal 
image from a Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ brain 
showing traced cells localized in the SVZ (the 
limit of the lateral ventricle is indicated by 
the dotted line). i, j Confocal image of labeled 
(green in (i) an red in (j)) B1 cells in the SVZ 
showing the cell body close to the ependymal 
layer (arrow in (j)) and the long extension 
into the striatum (arrowheads). These cells 
express GFAP (i, arrowhead) and Nestin 
(j, arrowhead). Note the absence of GFP in 
ependymal cells in (i). k Confocal stack of 
the RMS, showing traced (red) DCX-positive 
neuroblasts. l Coronal confocal image of the 

OB, showing traced (red) neurons that have incorporated BrdU during adulthood. The BrdU injection protocol is schematized 
below. DG, dentate gyrus; GCL, granular cell layer of the OB; GL, granular layer of the DG; LV, lateral ventricle; OB, olfactory 
bulb; RMS, rostral migratory stream; SGZ, subgranular zone; SVZ, subventricular zone; Th, thalamus. Scale bar 1 mm (b), 200 
μm (c), 100 µm (h), 20 µm (f, g, j-l) and 10 µm (d, e, i).



proliferate and give rise to new neurons in the adult brain, we performed BrdU labeling in 3 

month-old mice. Five weeks later, traced, BrdU-labeled neurons were identified in the DG, 

indicating that they were generated during adulthood (Fig. 1g). Altogether, our analysis 

indicates that our tracing system labels all the steps of the neurogenic and gliogenic pathway 

in the DG: adult NCSs, transient amplifying progenitors, neuroblasts, neurons and astrocytes. 

Nevertheless, in the dorsal DG, Prss56Cre-traced neurogenesis represents only a minor part of 

the neurogenic activity (11.3 ± 6.6 % of the BrdU-positive cells were traced in the granular 

layer, n=3).  

 Tracing of the progeny of Prss56-expressing cells in the adult brain also labeled the 

SVZ-RMS-OB neurogenic pathway (Fig. 1b, h-k; Supplemental Fig. 1e). In the SVZ, we 

observed labeled cells with astrocytic features and expressing both GFAP and Nestin (Fig. 1i, 

j; Supplemental Fig. 1e, e’). Their cell body lies close to the ependymal cell layer, with a 

primary cilium contacting the ventricle and long basal processes often contacting blood 

vessels (Figs. 1i, j, 3f and data not shown). These cells are likely NSCs (named B1 cells in the 

SVZ). Ependymal cells were not traced (Fig. 1i), suggesting that the Prss56 gene is not 

expressed in this population. In addition to NSCs, numerous traced neuroblasts expressing 

DCX and migrating in chains were identified in the SVZ (data not shown) and the RMS (Fig. 

1k). Finally, traced interneurons were observed in different layers of the OB (Fig. 1b, l) and 

BrdU labeling confirmed that some of these neurons were generated during adulthood (Fig. 

1l). 

 In conclusion, our data indicate that the Prss56Cre allele allows specific tracing of 

adult NSCs and their derivatives in the DG and the SVZ.  

 

Prss56Cre-traced cells participate in DG development 

In the adult DG, Prss56Cre-traced cells include granule neurons, astrocytes and type I NSCs. 

To investigate the origin of these cells, we followed labeled cells during brain development. 

The first labeled cells are observed around E13.5 and correspond to radial glia located in the 

dVZ of the prospective DG (Fig. 2a-c). These cells express Nestin and Sox2 (data not shown) 

and show a radial morphology, with a soma in the dVZ and a long process extending to the 

pial surface (Fig. 2a and data not shown), indicating that they belong to radial glia. At this 

stage, radial glia of the medial pallium are the only traced cells in the forebrain 

neuroepithelium (data not shown) and most of them are located near the cortical hem (Fig. 2a-

c). These data suggest that Prss56 activation occurs in the medial pallium around E13.5. As 

many aspects of the continuous neurogenesis occurring in the DG are still poorly known 
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thick section (b) through E13.5 Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ medial pallium, showing traced (red in (a)) cells localized in the prospective 
DG (pDG), close to the cortical hem identified by the absence of NeuroD in (a). c Schematic representation of the distribution of 
traced cells (red) in the developing pallium. d-g Coronal confocal images from different regions of E17.5 Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ 
prospective DG, showing a stream of traced cells extending from the ventricular zone (VZ) to the pDG in (d). Traced (red) cells in 
the pDG express the progenitor markers Sox2 (e, arrows) or Tbr2 (e, arrowheads), or the immature neuronal marker Prox1 (f, empty 
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retain radial glia morphology (f, arrow) and express Nestin (f’, f’’, arrowheads). In (g), in addition to radial cells (arrow), Prox1-
positive traced immature granule neurons are observed near the VZ (empty arrowhead), and Prox1-negative traced cells are found 
in the presumptive territory of CA3 (asterisk). h Schematic representation of traced cells’ expression patterns during the formation 
of the DG. Insets indicate the positions of the pictures in (e-g). i-k Coronal confocal images of Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ P0 DG (i) 
and P7 (j, k) showing numerous traced (red) cells in the hilus, granular layer and subpial zone, which will give rise to the molecular 
layer. The different layers are delimited by dotted lines. Note that traced Tbr2-positive (j, arrow) and Sox2-positive (k, arrow) 
progenitors are present in all layers at P7. l coronal optical slice of Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ P14 DG showing Sox2-positive traced 
(red) cells in the molecular layer with the bushy morphology of astrocytes (empty arrowheads). In the granular layer, most traced 
cells are Sox2- and Tbr2-negative and have a bright circular soma characteristic of granule neurons. Traced Sox2-positive (arrows) 
and Tbr2-positive (arrowheads) progenitors are mainly restricted to the hilus and the forming SGZ. m Coronal confocal image of 
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CA3 fields; pCx, prospective cortex; pDG, prospective dentate gyrus; pHi prospective hippocampus; SGZ, subgranular zone; SPZ, 
subpial zone; VZ, ventricular zone. Scale bar 100 µm (b, d) and 40 µm (others).



(Urbán and Guillemot, 2014), we analyzed the participation of traced radial glia to DG 

development and generation of postnatal type I NSCs. At E17.5, traced cells form a 

continuous stream extending from the dVZ to the prospective DG (Fig. 2d). Most of these 

cells express markers of radial glia (Nestin and GFAP), neuronal progenitors (Sox2 and Tbr2) 

and/or immature granule neurons (Prox1) (Fig. 2 e-h; Supplemental Fig. 2a, b), indicating that 

traced cells contribute to the neuronal lineage (Hodge et al., 2012; Iwano et al., 2012). In the 

dVZ, traced Prox1-positive cells are often observed in proximity with traced, Nestin-positive, 

radial glial cells (Fig. 2g and data not shown). In the forming DG, traced Sox2- or Tbr2-

positive progenitors do not show specific organizations and are present around and within the 

prospective granule layer (Fig. 2e, h). Interestingly, traced cells expressing Nestin (Fig. 2f, f’) 

or GFAP (Supplemental Fig. 2b) with a soma in the prospective DG might correspond to the 

so-called secondary radial glia that are believed to generate adult type I NSCs (Brunne et al., 

2010). Altogether, these results suggest that a subpopulation of radial glia in the dVZ 

activates Prss56 around E13.5 and generates derivatives that migrate toward the DG, where 

they give rise to local stem cells, progenitors and immature granule neurons (Fig. 2h). 

 After birth, traced cells are found in three distinct layers of the developing DG: the 

hilus, the granule layer, and the subpial zone that will give rise to the molecular layer in the 

adult DG (Fig. 2i) (Li et al., 2009). At postnatal day (P) 7, traced Sox2- and Tbr2-positive 

progenitors persist in those three layers (Fig. 2j, k; Supplemental Fig. 2c, d) and traced cells 

showing a radial morphology and expressing GFAP are observed in the DG (Supplemental 

Fig. 2c, e). At P14, traced cells have undergone important morphological and molecular 

modifications: Sox2-positive cells in the molecular layer adopt the “bushy shape” 

characteristic of astrocytes (Fig. 2l; Supplemental Fig. 2g). Traced cells in the granular layer 

mainly correspond to mature neurons (Fig. 2l). Tbr2- and Sox2-positive traced progenitors are 

mostly restricted to the forming subgranular zone and hilus (Fig. 2l). Finally, GFAP-positive, 

adult-like NSCs have established their soma in the SGZ and send radial extensions more 

apically into the molecular layer than their adult counterpart, suggesting that they have not yet 

completely matured (Fig. 2m; Supplemental Fig. 2f, h).  

 A recent study revealed that NSCs in the DG are spatially heterogeneous and might 

have different origins during embryogenesis (Li et al., 2013). We therefore analysed the 

distribution of the cells generated by Prss56-expressing radial glia in the adult DG. Traced 

granule neurons show a dorso-ventral asymmetry, with a higher concentration in the dorsal 

DG (Supplemental Fig. 2i-k). This was correlated with the distribution of traced type I NSCs, 

which were mostly found in the dorsal DG (Supplemental Fig. 2l, 231 ± 65 cells in dorsal 



hippocampus versus 27 ± 12 cells in ventral hippocampus, n=3). However, such biased 

distribution was not observed for labeled astrocytes in the DG and oligodendrocytes in the 

fimbria, the white matter structure linked to the DG (Supplemental Fig. 2k, m, l and data not 

shown).  

 In conclusion, this analysis indicates that the Prss56 gene is expressed in a 

subpopulation of radial glia around E13.5 in the dVZ. The pattern of migration and 

differentiation of their derivatives faithfully recapitulates the successive steps of 

morphogenesis and neurogenesis of the DG, indicating that these cells participate to its 

formation, although with an asymmetric final distribution. Our tracing system therefore 

allows following GFAP-positive radial stem cells from E13.5 to the adult stage. 

 
Neural stem cells express Prss56 in the postnatal ventral SVZ 

During embryogenesis, radial glia is the major source of neurons and glia in the developing 

brain. After birth, the remnants of radial glia lining the lateral ventricle undergo profound 

morphological and molecular changes, giving rise progressively to ependymal and adult B1 

stem cells between P6 and P15 (Tramontin et al., 2003; Merkle et al., 2004; Spassky et al., 

2005). We investigated whether, as in the adult DG, traced adult B1 NSCs are derived from 

embryonic Prss56-expressing radial glia or whether Prss56 activation occurs postnatally.  

 Using in situ hybridization, Prss56 expression was not detected in the lateral wall of 

lateral ventricles at embryonic or postnatal stages until P7, and reached high levels between 

P14 and P90 (Fig. 3a). No signal was observed in the Prss56Cre/Cre mutant (Fig. 3a). In 

agreement with these observations, no traced radial glia were found during embryogenesis 

and in neonates. However, at P2 a few traced neuroblasts were observed, migrating through 

the lateral wall and the RMS (Fig. 3b and data not shown) and settling in the OB 

(Supplemental Fig. 3a). Traced cells displaying the morphology of B1 cells were reproducibly 

observed only from P7. They show a ventral localization in the lateral wall and express the 

NSC markers Sox2 and Nestin (Fig. 3c). At P14, larger numbers of traced B1 cells are present 

in the ventral and medial lateral wall of the lateral ventricles (Fig. 3d), as well as chains of 

migrating, traced, DCX-positive neuroblasts (data not shown). Simultaneous appearance of 

Prss56 mRNA and of traced B1 cells at around P7 indicates that the newly formed B1 cells 

are those that activate the gene, whereas absence of the mRNA in the dorsal wall and the 

RMS suggests that the gene is not expressed in the neuroblasts. At P90, traced B1 cells line 

the lateral wall of the lateral ventricles (Fig. 1b; Fig. 3e). Whereas at these stages traced B1 

cells express GFAP (Fig. 1l, Supplemental Fig. 1e), at P7-14 all traced cells with B1 
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morphology express Nestin, but not GFAP (Fig. 3c, d). Ependymal cells are not traced (Fig. 

3f). Taken together our data indicate that Prss56 gene activation in the SVZ is concomitant 

with the postnatal transformation of radial glia into adult B1 NSCs, prior to the activation of 

the adult B1 marker GFAP.  

 During postnatal development, only a few traced cells were observed in the dorsal part 

of the lateral wall and none in the dorsal wall of the ventricle (Fig. 3e, and data not shown). 

Prss56 expression pattern shows a similar ventral and medial distribution (Fig. 3a). We 

investigated whether this situation was maintained in adulthood. We found that Prss56 was 

expressed in the adult lateral ventricle along the anterior-posterior axis, but was essentially 

excluded from the dorsal part of the lateral wall and the dorsal wall (Supplemental Fig. 3b). 

We studied the distribution of traced (tdTom-positive) B1 cells on whole-mount preparations 

of adult lateral wall (Fig. 3f), using labeling of ciliary basal bodies and of cell membranes at 

the apical surface to identify B1 cells, as described previously (Mirzadeh et al., 2008). We 

measured the distribution of tdTom-positive apical surfaces within six subregions (Fig. 3g). 

We found a difference with the published, general distribution of B1 cells (Mirzadeh et al., 

2008). Traced B1 cells were most abundant in a medial-ventral region (91.8 ± 66.5 tdTom-

positive apical surface/mm2, n=3; Fig. 3g-i), whereas anterior-ventral and median-dorsal 

regions, known as enriched in B1 cells, showed lower levels of traced B1 cells (56.5 ± 39.1 

and 35.6 ± 28.2 tdTom-positive apical surface/mm2, n=3 ; Fig. 3g). A similar bias was 

observed in the dorsal-ventral distribution of BrdU-labeled, tdTom-positive cells that stay in 

the SVZ over a three months period and are likely to correspond to B1 cells (Supplemental 

Fig. 3c). Together, these data indicate that Prss56 is preferentially expressed in a ventral 

subpopulation of stem cells in the postnatal SVZ. 

 

Traced SVZ stem cells give rise to deep GC and CalB-positive PGC in the adult OB 

Several studies have shown that the fate and localization of newborn interneurons in the 

mouse OB is determined by the position of their progenitor B1 stem cells in the lateral wall 

(Stenman et al., 2003; Kohwi et al., 2007; Merkle et al., 2007; Young et al., 2007; Brill et al., 

2009; Merkle et al., 2014). For instance, ventral B1 cells generate mainly Calbindin (CalB)-

positive  PGCs and deep GCs, whereas dorsal B1 cells generate mainly tyrosine-hydroxylase 

(TH)-positive PGCs and superficial GCs, as well as some glutamatergic juxtaglomerular 

neurons (Merkle et al., 2007; Brill et al., 2009). Since we have shown that traced B1 cells are 

unevenly distributed in the SVZ, we examined their derivatives in the adult RMS and OB.  
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Figure 4. Fate of derivatives of SVZ Prss56-expressing B1 
NSCs in the adult Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ brain. a Coronal 
optical slice at the level of the RMS showing traced (red, arrows) 
and non-traced (arrowhead), DCX-positive neuroblasts. b 
Coronal optical slice at the level of the RMS showing that traced, 
DCX-positive neuroblasts (arrows) do not express Tbr2. Tbr2-
positive neuroblasts are indicated by arrowheads. c Coronal 
section through the OB showing the presence of numerous 
traced neurons in the GCL, EPL and GL and a dense layer of 
traced OEC in the ONL. Note that although neuroblasts are also 
present in the core of the OB, their fluorescent level is much 
weaker than that of the neurons. d Confocal image at the level 
of the GCL, showing a higher proportion of traced GC in the 
deep GCL as compared to the superficial GCL (separated by a 
yellow dotted line). e-g Confocal optical slices showing traced 
(red) PGCs positive for CalB (e, arrows), TH (f, arrows) and CalR 
(g, arrow). h Optical slice showing a traced (red), CalR-positive 
superficial GC (arrow). i Confocal image showing a traced (red) 
cell in the external plexiform layer with a morphology similar to 
the recently described type-4 subtype (arrow). j Confocal image 
showing a traced (red), DCX-positive cell in the GL (arrow). k, l 
Quantitative characterization of the traced PGC population. Only 
round-shape traced cells in the GL were considered as traced 
PGC. The percentage of CalB-, TH- and CalR-positive cells 
among traced PGCs is shown in (k) and their relative proportions 
are compared to those of the general population (Kohwi et al., 
2007) in (l). EPL, external plexiform layer; GCL, granule cell 
layer; GL, glomerular layer; IPL, internal plexiform layer ; MCL, 
mitral cell layer ; ONL, olfactory nerve layer; RMS, rostral 
migratory stream; dGCL, deep GCL; sGCL, superficial GCL. 
Scale bar 150 μm (c), 40 µm (d) and 20 µm (a, b, e-j).



 We first analyzed traced RMS neuroblasts. In coronal sections through the RMS from 

3 months-old animals, 22.6 ± 2.7% (n=3) of the DCX-positive cells were traced in 

Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ mice (Fig. 4a), indicating that traced B1 cells significantly 

contribute to the neurogenic activity of the SVZ niche. No significant difference was observed 

at different positions along the RMS (data not shown). Part of the neuroblasts generated in the 

dorsal SVZ are known to express the transcription factor Tbr2 and to differentiate into 

glutamatergic juxtaglomerular neurons (Brill et al., 2009). We detected almost no Tbr2-

positive traced neuroblasts in the RMS (only one cluster of 7 traced, Trb2-positive neuroblasts 

among 915 Tbr2-, DCX-positive cells, n=3; Fig. 4b), suggesting that traced B1 cells do not 

participate in the generation of glutamatergic neurons.  

 In the OB granule cell layer, the majority of traced neurons corresponded to deep GCs 

(Fig. 4c, d). In the glomerular layer, the proportions of traced cells with a neuronal 

morphology and expressing TH, CalB or Calretinin (CalR) (Fig. 4e-g) were determined, 

revealing a much higher proportion of CalB-positive neurons (19.8 ± 4.8%) than TH-positive 

(4.0 ± 4.3%) or CalR-positive neurons (2.2 ± 1.7%), in contrast to the general neuronal 

distribution (n=4, Fig. 4l, m). This analysis also revealed that most (75%) of the traced PGCs 

did not express any of the three markers. Accordingly, it was previously shown, using a 

tracing based on the expression of Dlx1/2 in the ventral SVZ, that many traced interneurons 

are not positive for any of these markers (Batista-Brito et al., 2008). A few traced neurons 

were also observed at the level of the external plexiform layer and have a morphology similar 

to the recently described type 4 cells (Fig. 4i, (Merkle et al., 2014)). Finally, traced DCX-

positive neuroblasts were also observed in different layers and represented approximately 6% 

of the traced neuronal progeny in the glomerular layer (Fig. 4j). In conclusion, these data 

indicate that traced B1 cells generate a large variety of neuronal populations, present in the 

different layers of the OB after birth. This neurogenic potential is nevertheless restricted and 

determined by the medial-ventral localization of traced B1 cells in the SVZ. 

 In the OB, traced cells were also observed in the olfactory nerve layer (ONL) and 

correspond to olfactory ensheathing cells (OEC) (Fig. 1b; Fig. 3b, e; Supplemental Fig. 3a). 

Prss56 expression is initiated in the ONL at around E13.5 and persists in the adult 

(Supplemental Fig. 4a-c). OECs are a heterogeneous population of cells, with a subpopulation 

derived from the neural crest and expressing Sox10 (Barraud et al., 2010; Forni et al., 2011). 

Traced OECs were found to express Sox10 from E13.5 to adulthood (Supplemental Fig. 4d-f). 

They are restricted to the inner ONL and absent from the olfactory nerve (Supplemental Fig. 



4a, d). In the adult, they are positive for BLBP, but not GFAP (Supplemental Fig. 4f, g). 

These results indicate that Prss56 constitutes a marker for a neural crest-derived OEC 

subpopulation in the CNS. 

 

Prss56 is expressed in a subpopulation of tanycytes in the adult hypothalamus  

Emerging evidence indicates that new neurons are generated in the adult hypothalamus, 

suggesting the existence of a local neurogenic niche (Robins et al., 2013). We investigated the 

expression of Prss56 by in situ hybridization in the adult and found that it is transcribed in the 

ventricular region of the third ventricle, at the level of the arcuate nucleus (Fig. 5a; 

Supplemental Fig. 5a, b). Tracing of Prss56-expressing cells revealed the presence of labeled 

cells in the same region of the postnatal and adult hypothalamus (Fig. 5b, c; Supplemental 

Fig. 5c). The traced cells correspond to tanycytes: they line the ventricular wall of the ventral 

third ventricle, express tanycytes markers like Vimentin (Fig. 5d, e) and Nestin (Supplemental 

Fig. 5d) and send a single radial extension toward the parenchyma, often contacting blood 

vessels (Fig. 5b-e and data not shown). These traced tanycytes are located in a specific region, 

extending from the anterior part of the arcuate nucleus to the posterior part of the 

periventricular nucleus, and below the median mammillary nucleus (Supplemental Fig. 5e, 

e’). Consistent with Prss56 mRNA localization, no traced tanycytes were observed in the 

medial eminence and the ventromedial nucleus, and only a few were found scattered in the 

dorsomedial nucleus (Fig. 5b; Supplemental Fig. 5e, e’). This particular location of the traced 

tanycytes suggests that most of them belong to the α2 subtype (Fig. 5f). Previous studies have 

shown that GFAP is only expressed in dorsal α2 and in a fraction of the α1 tanycytes (Haan 

et al., 2013; Robins et al., 2013). At the level of the arcuate nucleus, traced tanycytes are 

located just below the GFAP-positive tanycyte population, but never express this marker (Fig. 

5e and Supplemental Fig. 5c). In the adult brain, the traced tanycytes (421 ± 104 cells per 

hypothalamus, n=3) represent a small proportion of the Vimentin-positive tanycytes (Fig. 5d, 

e). Together, these results indicate that Prss56-expressing cells in the hypothalamus belong to 

a ventral GFAP-negative subpopulation of α2 tanycytes (Fig. 5f).  

 Consistent with the distribution of the traced tanycytes, many traced neuronal cells 

were observed in the postnatal arcuate and dorsomedial nuclei, whereas the medial eminence 

and the ventromedial nucleus were mostly free of traced cells (Fig. 5f, g; Supplemental Fig. 

5e and data not shown). In addition, a few Sox2-positive astrocytes were also traced in the 
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common direction of the extensions of the traced parenchymal and ventricular tanycyte-like cells. k-o BrdU labeling of 
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Scale bar 200 µm (l), 100 µm (a, b) and 20 µm (c-j, m-o).



same areas (less than10 astrocytes per mediobasal hypothalamus, n=5; Fig. 5g). These data 

suggest that traced α2 tanycytes could generate neurons in the arcuate and dorsomedial nuclei 

after birth. 

 In the parenchyma, we also observed traced cells that had the elongated morphology 

of tanycytes, but with a cell body located 60-100 µm away from the ventricular surface and an 

extension perpendicular to this surface (Fig. 5 h-j). These cells are positive for the tanycytes 

markers Sox2, Vimentin and Nestin (Fig. 5h, i; Supplemental Fig. 5d). To our knowledge this 

parenchymal tanycyte-like population has not been previously described and may correspond 

to ventricular tanycytes that have translocated their soma into the parenchyma. To determine 

whether traced adult tanycytes proliferate and can indeed generate these parenchymal 

tanycyte-like cells, BrdU and FGF2 were infused in the brain of 3 months old mice, as FGF2 

has been reported to stimulate proliferation of tanycytes (Robins et al., 2013). Six weeks after 

infusion (Fig. 5k), we observed numerous BrdU-positive cells in the third ventricular wall, 

especially at the level of the arcuate nucleus (Fig. 5l). Traced tanycytes efficiently 

incorporated BrdU (Fig. 5m). We also observed BrdU-labeled traced cells corresponding to 

the parenchymal tanycyte-like population, as well as tanycyte-like cells with intermediate 

positions between the latter and the ventricular surface (Fig. 5m-o and Supplemental Fig. 5f, 

f’). We verified that, under such mitogenic stimulation, the parenchymal BrdU-positive 

tanycyte-like cells express Vimentin, Nestin and Sox2, and do not express GFAP, NG2 or 

DCX (Fig. 5o; Supplemental Fig. 5g-j and data not shown). Taken together our data suggest 

that the α2 tanycytes are able to migrate into the parenchyma, in physiological conditions and 

upon mitogenic stimulation.  

  



DISCUSSION 

 

Since the pioneering experiments of Ezra Allen (Allen, 1912) and Joseph Altman (Altman 

and Das, 1965b; 1965a), adult neurogenesis is recognized as a natural process in the brain. 

Although it provides only a small fraction of new neurons in specific regions of the brain, 

these neurons are necessary for many physiological brain functions, such as learning, memory 

and mood regulation (Zhao et al., 2008). Because it involves very limited cell populations 

embedded in complex niches, the study of adult neurogenesis has heavily relied on specific 

labeling procedures. In this report, we describe a novel tracing system, based on the Prss56 

gene, which allows the identification of NSCs and their derivatives in three neurogenic niches 

of the adult brain. This system as well as future genetic tools based on the Prss56 locus 

should therefore constitute interesting approachs to investigate various aspects of adult 

neurogenesis in the mouse.  

 NSCs within each niche show regional variations, reflecting distinct embryonic origins 

and supporting different neuronal fates (Stenman et al., 2003; Kohwi et al., 2007; Merkle et 

al., 2007; Young et al., 2007; Brill et al., 2009; Merkle et al., 2014). Although traced NSCs 

were detected in the three adult neurogenic niches, only a minor proportion of NSCs 

population are traced in each niche. This specificity seems to rely on the location of the NSCs 

within each niche. This restriction might constitute an advantage for identification, isolation, 

and analysis of the fate and function of specific NSC populations. Finally, our tracing system 

revealed important differences in the timing of activation of Prss56 in different niches. 

Whereas in the hippocampus tracing is first observed at E13.5 in radial glial cells, in the SVZ 

the Prss56 gene is activated during the second week after birth when the radial glia 

transformed into B1 NSCs. These differences are likely to reflect specificities in the 

regulation and function of Prss56 in the different niches. 

 Our study also revealed major differences in the behavior of two reporters 

Rosa26mT/mG and Rosa26tdTom. The localization of the reporter, membrane-targeted for EGFP, 

and cytoplasmic for tdTom, affect the visualization of NSCs and neurons in opposite and 

dramatic manners. Those differences suggest also variations in levels of the reporter proteins 

in different cell types especially in type I NSC in the adult DG where the level of the tdTom 

protein seems extremely low. Our data therefore highlight the importance of the choice of the 

reporter gene in fate mapping studies. They provide indications for the most appropriate one 



in studies of NSCs and their derivatives and argue in favor of testing several reporters in other 

cases. 

 The DG originates from stem/progenitor cells of the dVZ in the medial pallium, which 

migrate during late stages of embryonic development to the pial side of the median cortex and 

the hippocampal fissure (Urbán and Guillemot, 2014). These cells show astrocytic features, 

express GFAP and Nestin and will form the SGZ in perinatal and postnatal periods (Seri et 

al., 2001; Fukuda et al., 2003; Liu et al., 2010; Seki et al., 2013). This classical model 

presumes that the adult DG contains a homogenous pool of NSCs that have been generated 

during embryonic development. Recently, long-term fate mapping have shown that, in the 

perinatal period, cells from the ventral hippocampus respond to sonic hedgehog and migrate 

to the dorsal region, establishing a pool of NSCs in the adult SGZ (Li et al., 2013). This study 

suggests that, as for the SVZ, the DG is a mosaic structure, with NSCs from different origins 

(Merkle et al., 2007; Li et al., 2013). Our data support the classical model since they indicate 

that the traced adult NSCs are generated from a subpopulation of radial glia of the 

neuroepithelium that migrate to the DG in the late embryonic period. However, since only a 

fraction of the NSCs are traced and are more abundant in the dorsal region, our data are also 

consistent with the existence of heterogeneity in the pool of adult NSCs in the SGZ. The 

Prss56Cre allele provides the first endogenous system allowing specific tracing of DG radial 

glia subpopulations. It should therefore constitute an appropriate tool to ablate genes involved 

in different aspects of this particular process of neurogenesis (e.g. quiescence, migration, 

differentiation…), without compromising the development of the DG. 

 In the SVZ, the activation of Prss56 and the appearance of the first traced B1 cells 

occur during the second postnatal week, simultaneously with the transformation of radial glial 

cells into adult NSCs (Tramontin et al., 2003; Merkle et al., 2004). This suggests that, in this 

territory, expression of Prss56 is specific to adult NSCs. However, nothing is known about 

the regulation of this gene. Whereas adult NSCs that generate OB interneurons are present in 

different walls of the lateral ventricles and in the RMS (Alonso et al., 2008; Mirzadeh et al., 

2008), the expression of Prss56 is restricted to the ventral and medial regions of the lateral 

wall, with a pattern similar to that of Gli1 in the adult (Ihrie et al., 2011). This raises the 

possibility that Prss56, like Gli1, may respond to sonic hedgehog signaling. Although traced 

B1 cells generate a large variety of neuronal populations, present in the different layers of the 

OB after birth, most of the traced neurons are deep GC and Calbindin-positive PGCs.  This is 

in agreement with the higher density of traced B1 cells in the ventral portion of the lateral 



wall, which is known to preferentially give rise to these two types of neurons (Merkle et al., 

2007). 

 The discovery of postnatal neurogenesis in the hypothalamus and of the involvement 

of tanycytes in this process is recent (Sousa-Ferreira et al., 2014). This structure is important 

for numerous physiological and behavioral functions, and feeding has certainly attracted the 

greatest attention (Pierce and Xu, 2010; Lee and Blackshaw, 2012; Li et al., 2012; Sousa-

Ferreira et al., 2014). However, the contribution of postnatal neurogenesis to these functions 

remains to be established. Such a demonstration and more generally the study of neurogenesis 

in this region is challenging because the tanycytes divide very slowly and it is difficult to 

perform viral labeling or genetic fate mapping that target these specific populations. Using the 

Prss56Cre tracing system, we have traced a subpopulation of GFAP-negative α2 tanycytes and 

observed traced neurons in the arcuate nucleus, suggesting that these cells might belong to the 

same lineage. Furthermore, we also observed labeled parenchymal tanycyte-like cells that 

have not been previously described. BrdU labeling combined with FGF infusion suggests that 

these parenchymal tanycyte-like cells might originate from the ventricular tanycytes by 

translocation of their soma into the parenchyma (Fig. 5p). It would be important to determine 

whether this translocation is a necessary step in the generation of neurons or the parenchymal 

tanycytes play a specific role in the parenchyma. Our tracing system should be helpful to 

investigate this issue and more generally neurogenesis in the hypothalamus. 

A number of studies, using various methodological approaches, such as 3H-thymidine 

autoradiography, BrdU labeling or neurosphere formation, have reported the presence of new 

neurons and progenitor cells in multiple brain regions outside the SGZ, the SVZ and the 

hypothalamus. These regions include the basal forebrain (Palmer et al., 1995), the striatum 

(Reynolds et al., 1992; Pencea et al., 2001), the amygdala (Rivers et al., 2008), the substantia 

nigra (Lie et al., 2002) and the subcortical white matter (Nunes et al., 2003). However, these 

findings have been received with skepticism and the question of the existence of adult 

neurogenesis in these regions remains open (Gould, 2007; Lee and Blackshaw, 2012). In this 

report, we have shown that the tracing system based on the Prss56Cre allele allows us to 

follow adult NSCs and their derivatives in three documented neurogenic niches. It is 

conceivable that this system also labels adult NSCs in other niches and if so would constitute 

a valuable tool to investigate their neurogenesis in normal and pathological situations.  
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Données additionnelles 
 

 



Prss56Cre-traced cells include adult-born neuronal cells in the RMS, SVZ and striatum 

It is believed that newborn cells generated by the adult subventricular zone (SVZ) are 

specified to differentiate exclusively into interneurons in the OB after a long journey through 

the rostral migratory stream (RMS) or into oligodendrocytes in the nearby corpus callosum 

(Ortega et al., 2013). Although strong evidences indicate that OB neurogenesis decreases over 

time the reason of this phenomenon is still unclear (Conover and Shook, 2011; Capilla-

Gonzalez et al., 2013). B1 cells number declines in the SVZ and it was suggested that they 

differentiate into ependymal cells and/or postmitotic/quiescent astrocytes (Luo et al., 2008). 

Surprisingly, the remaining B1 cells compensate this lost by proliferating more actively. 

Other alterations might therefore occur downstream of B1 cells during aging (Stoll et al., 

2011; Shook et al., 2012). 

To assess the fate of Prss56-lineage traced B1 cells during ageing, identity of traced 

cells in 19 months old Prss56Cre/+,Rosa26tdTom/+ SVZ, RMS and OB were investigated. At this 

stage, ependymal cells do not seemed to be traced (additional data Fig. 1a). On the contrary, 

traced S100-positive astrocytes are observed in the SVZ and RMS (additional data Fig. 1b 

and data not shown). In coronal sections through the RMS, 29.9±6.9% (n=3) of the DCX-

positive cells are traced suggesting traced B1 cells remain neurogenic until this stage. 

Surprisingly, numerous traced NeuN-positive cells that do not present DCX-immunoreactivity 

are observed in the SVZ and RMS (additional data Fig. 1b, d, e). 

To investigate if those traced NeuN-positive cells were generated during adulthood, 

we performed BrdU injections in 3 month-old mice and investigated the identity of BrdU-

labeled cells 3 months later. Numerous BrdU-labeled traced cells presenting a NeuN-

immunoreactivity (BrdU+NeuN+ traced cells) were identified at different levels of the RMS 

(additional data Fig. 2a-d). More surprisingly, similar cells were also observed in the SVZ 

(additional data Fig. 2e-f) and nearby striatum (additional data Fig. 2g-h). These triple-labeled 

cells extend neurites (additional data Fig. 2a’, d, g) suggesting they are more differentiated 

than neuroblast. Finally few traced BrdU-labeled cells showing a glial “bushy shape” are 

found in the RMS, SVZ and striatum  (additional data Fig. 2i, j, k). 

 

Together these observations suggest that NeuN-positive neuronal cells and glial cells are 

generated in the SVZ, RMS and striatum during adulthood in the mouse. 
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Additional data - Figure 1  Fate mapping of Prss56-expressing cells in the SVZ and RMS of 19 

months old Prss56Cre/+ Rosa26tdTom/+ mice. a Optical slice of a confocal stack showing the presence of 

DCX-positive traced cells in the SVZ and the absence of traced cells in the S100-positive ependymal 

layer. b Confocal image revealing the presence of a NeuN-positive traced cells in the SVZ (arrow). 

c-e Confocal section through the RMS showing the presence of numerous DCX-positive cells (c, 

d arrowheads), a S100-positive traced cells (c, arrow) and several NeuN-positive DCX-negative 

traced cells (d, e arrows). Scale bar 30 µm (a, d) and 15 µm (b, c, e).
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Additional data - Figure 2  Presence of BrdU+NeuN+ traced cells in the RMS, SVZ and striatum 

of Prss56Cre/+ Rosa26tdTom/+ mice 3 months after BrdU injection. BrdU injection procedure is indicated 

on the top-right part. a-d Confocal images through the RMS showing six examples of BrdU+NeuN+ 

traced cells (a-d, arrows) and example of a non-traced BrdU+NeuN+ cell (d, middle square) and a 

BrdU+ cell without any other immunoreactivity (d, top square). e-h Coronal confocal images at the 

level the lateral ventricle showing two BrdU+NeuN+ traced cells inside the SVZ (e, f, arrow) and two 

in the striatal parenchyme (g-h, arrows). Note the presence of traced dendritic-like extensions in 

the parenchyma (a’, d, g’ arrowhead). i-k, Confocal stacks showing BrdU+ traced cells with a glial 

morphology in the RMS and periventricular striatum (i, k arrow, respectively) and a BrdU+Nestin+ 

traced cell in the SVZ (j, arrow). RMS, rostral migratory stream ; ant- post- SVZ, anterior and posterior 

subventricular zone ; str, striatum ; sept, septum. Confocal images views : proj, z-stack projection ; 

o.s., z- optical slice ; orth, orthogonal view (xz). Scale bar 20 µm except 50 µm (g),10 µm (a’, a’’, b). 
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DISCUSSION 
 





Le travail de thèse présenté dans cet ouvrage décrit le profil d’expression et de traçage 

du gène Prss56 dans le système nerveux central (SNC) de souris. L’utilisation de la lignée de 

souris knock-in Prss56Cre , en combinaison avec deux lignées rapportrices inductibles par la 

Cre, m’a permis de découvrir que ce gène, dont la fonction est inconnue, est exprimé par des 

cellules souches/progénitrices neurales de trois niches neurogéniques du SNC : la SVZ, la 

SGZ et la zone ventriculaire de l’hypothalamus. Contrairement aux défauts de développement 

qu’elle provoque au niveau de l’œil (Nair et al., 2011), l’inactivation du gène Prss56 n’a pas 

d’effet perceptible sur la neurogenèse adulte dans ces trois zones et les souris Prss56Cre/Cre 

sont viables, fertiles et dénuées de trouble du comportement. Par conséquent, la suite de mon 

étude s’est focalisée sur la caractérisation cellulaire et moléculaire des cellules souches 

exprimant Prss56 et de leurs dérivés. Cette étude m’a permis : 

- de décrire en détail le lignage cellulaire impliqué dans le développement du GD ;  

- d’évaluer la participation d’une population régionalisée de cellule B1 dans la 

génération des divers interneurones du BO après la naissance ; 

- d’identifier un nouvel élément cellulaire potentiellement impliqué dans la neurogenèse 

de l’hypothalamus ; 

- et plus généralement de démontrer l’utilité de la lignée Prss56Cre pour l’étude de ces 

niches neurogéniques. 

 

 

 

La première partie de cette discussion évalue la nature du lien entre Prss56 et les niches 

neurogéniques. J’analyse ensuite plus en détail certains des éléments intéressants qui 

ressortent des résultats de l’article, des données additionnelles et de mes observations. Les 

deux dernières parties sont dédiées à la discussion des avantages et inconvénients liés à 

l’utilisation des approches de traçage génétique et à l’intérêt qu’offre notre modèle pour 

étudier divers aspects de la neurogenèse adulte.  

 



1 Prss56, Prss56Cre et les niches neurogéniques adultes 

1.1 Le gène Prss56 n’est-il exprimé que par des cellules souches ? 

Le patron d’expression spatiotemporel du gène Prss56 est surprenant. Il est limité à 

trois sous-populations régionalisées de cellules neurogéniques du SNC et à une sous-

population de cellules engainantes du système olfactif (OEC) (Figure 22). Mis à part ces 

quatre sites présentés dans l’article, nous avons également détecté l’ARNm du gène après la 

naissance au niveau du striatum latéral et de quelques cellules de la partie médio-postérieure 

du septum (données non présentées). En cohérence avec une étude comparant le 

transcriptome des astrocytes, neurones et oligodendrocytes du cerveau (Cahoy et al., 2008), le 

gène Prss56 semble être exprimé par des cellules de type astroglial : OEC, cellule B1 de la 

SVZ, glie radiaire du GD, tanycyte et astrocytes (cf. Article et données non présentées). Alors 

que l’expression spécifique du gène par les OEC et les tanycytes semble évidente au regard de 

nos données, l’identité des cellules qui expriment Prss56 dans le GD et la SVZ est plus 

difficile à établir.  

Dans le GD, les premières cellules tracées avec la lignée Prss56Cre apparaissent vers 

E13.5 et correspondent à des glies radiaires du pallium médial (cf. Article – Fig. 2). Malgré la 

présence de ces cellules tracées, nous n’avons pas réussi à détecter la présence de l’ARN 

messager de Prss56 dans le pallium médial, ni durant l’embryogenèse, ni chez l’adulte. Il est 

probable que le gène soit exprimé par très peu de cellules, à un niveau trop faible ou de façon 

trop éphémère pour être détecté par hybridation in situ. Ainsi, bien que nous puissions 

supposer que le gène n’est exprimé que ponctuellement vers E13,5 nous ne pouvons exclure 

que son expression s’étende aux progéniteurs et différentes cellules souches tracés dans le GD 

postnatal et adulte. Cette possibilité limite partiellement les informations qu’apportent mes 

observations dans cette structure (voir ci-après).  

Dans la SVZ, l’analyse moléculaire et la localisation des cellules tracées suggèrent que 

Prss56 est exprimé dans des cellules B1 et n’est pas exprimé par les neuroblastes de la SVZ et 

de la RMS, ni par les interneurones du BO (cf. Article Fig. 1, 3 et Supplemental Fig. 3). 

Toutefois mes résultats n’excluent pas que l’expression de Prss56 persiste transitoirement 

dans certains progéniteurs intermédiaires (cellule de type C), ou n’ait lieu dans d’autres 

cellules non-neurogéniques de la SVZ (Figure 23).  

Pour déterminer précisément quelles cellules expriment Prss56 nous avons tenté 

différentes approches complémentaires, malheureusement infructueuses. D’une part, nous 



Figure 22  Schéma récapitulatif du patron d’expression et de traçage du gène Prss56 dans le cerveau murin. 

Les cellules qui expriment, avec certitude, le gène Prss56 (en bleu) et leurs dérivés tracés au moyen de la lignée Prss56Cre 

(en rouge) sont représentés. Notez que les cellules Prss56+ des trois niches neurogéniques partagent une morphologie 

radiale, une interaction avec le système ventriculaire et une régionalisation particulière. GD, gyrus dentelé ; SVZ, zone sous-

ventriculaire ; Arc VZ, zone ventriculaire du noyau arqué de l’hypothalamus ; OEC, cellules engainantes du système olfactif ; 

ONL, couche des nerfs olfactifs du bulbe olfactif ; CalB+ PGC, cellule périglomérulaire Calbindin-positive ; deep GC, cellule 

granulaire profonde.
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Figure 23        Quelles cellules de la SVZ expriment Prss56 ?

Schéma représentant les types cellulaires de la SVZ avec en 

rouge les cellules tracées avec la lignée Prss56Cre, en vert les 

différenciations cellulaires connues (trait plein) ou envisagées 

(pointillé) et en bleu les informations sur l’expression du gène 

qui en découlent : certaine (noyau bleu), éventuelle (?) ou 

absente (X). A, neuroblaste ; Ast., astrocytes de la SVZ (parfois 

appelé B2) ;  B1, cellules souches de type B1; C, progéniteur à 

prolifération transitoire ;  E, cellule épendymaire ; End., cellule 

endothéliale ; N, neurone de la SVZ.
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avons développé un anticorps polyclonal dirigé contre les peptides correspondant à la partie 

extracellulaire de la protéine Prss56. Cet anticorps s’est avéré efficace pour détecter la 

protéine par western blot mais n’a donné aucun signal spécifique par immunohistochimie sur 

coupes. D’autre part, nous avons généré une lignée de souris transgénique contenant la 

cassette tdTom-IRES-CreERT2 sous contrôle des éléments de régulation de Prss56. Cette 

construction devait permettre à la fois d’étudier l’expression de Prss56 grâce à l’expression 

du marqueur fluorescent TdTom et de disposer du système de recombinaison inductible par 

Tamoxifène de la CreERT2. Le sort s’acharnant contre nous, nous n’avons obtenu qu’un seul 

fondateur contenant l’intégralité de la construction sans pour autant être capable de valider la 

fonctionnalité de la construction. Pour résoudre ce problème, le laboratoire compte désormais 

insérer cette même construction en knock-in au niveau du locus de Prss56. Cette nouvelle 

lignée (Prss56tdTom-CreERT2) devrait permettre de répondre à plusieurs des questions que mes 

observations avec Prss56Cre laissent en suspens. 

1.2 Quelle est la particularité des cellules qui expriment Prss56 ? 

Les populations de cellules qui expriment Prss56 dans le GD, la SVZ et l’hypothalamus 

présentent plusieurs similarités (Figure 22). Elles ont chacune une morphologie radiale, sont 

polarisées et contactent le système ventriculaire (les cellules souches du GD perdent ce 

contact durant l’embryogenèse). Ces cellules semblent activer le locus Prss56 à un moment 

clé de la mise en place de leurs niches respectives : E13,5 pour le GD et entre P0 et P14 pour 

l’hypothalamus et la SVZ (cf. Article – Fig. 2, 3, 5). Malgré cette activation précoce, les 

cellules souches tracées avec Prss56Cre ne représentent qu’une proportion minoritaire des 

cellules souches présentes. Il est possible que la recombinaison par la Cre ne soit pas 

complétement efficace et que le traçage ne représente pas fidèlement le nombre de cellules 

exprimant Prss56. D’autre part, notre analyse montre que l’expression de Prss56 est 

régionalisée dans chacune des niches, ce qui suggère que ce gène est exprimé par des sous-

populations bien définies de cellules souches. Cependant, cette régionalisation ne semble pas 

être le reflet d’un potentiel de différenciation restreint, puisque les cellules tracées sont à 

chaque fois capables de générer une diversité de dérivés neuronaux et gliaux, indiquant que 

Prss56 est induit dans des populations pluripotentes in vivo. 

Ces éléments de similarité m’ont poussé à supposer que la régulation et la fonction de 

Prss56 pourraient être identiques dans ces trois populations. Comprendre les facteurs qui 

agissent sur la régulation de Prss56 pourrait permettre de mieux comprendre comment les 

différentes niches sont régionalisées et si les mécanismes régissant cette régionalisation sont, 



comme l’expression de Prss56, communs aux trois niches. La régulation de ce gène étant 

inconnue et l’analyse bioinformatique des séquences en amont du locus ne m’ayant pas 

permis d’identifier de séquences régulatrices potentielles (données non présentées), je me suis 

intéressé aux morphogènes et facteurs de transcription susceptibles d’expliquer la 

régionalisation du gène dans chacune des niches. 

1.3 Quels facteurs sont susceptibles d’intervenir dans la régulation du gène Prss56 ? 

Au niveau du GD, l’induction du gène dans la partie ventrale du pallium médial (cf. 

Article – Fig. 2c), suggère que son expression pourrait être contrôlé par les morphogènes Wnt 

ou BMP sécrétés par le cortical hem (Figure 9) et par des facteurs de transcription exprimés 

dans cette zone du pallium, comme Lef1, Lhx2 ou Emx2 (Rolando and Taylor, 2014). Au 

niveau de la SVZ postnatale, l’expression de Prss56 dans la région médiane - ventrale du mur 

ventriculaire latéral suggère, au contraire, une implication du morphogène SHH qui est 

sécrété depuis la zone ventrale du mur (cf. Article – Fig. 3). Ce morphogène est d’ailleurs 

impliqué dans la production des cellules périglomérulaires CalB-positives et des cellules 

granulaires profondes, que nous retrouvons tracées en grande proportion avec notre système 

(cf. Article - Fig. 4) (Ihrie et al., 2011). D’autre part, des facteurs de transcription comme 

Gsh2, Gli1 ou Gsx1 sont exprimés dans la même région que Prss56 et seraient susceptibles 

d’intervenir dans sa régulation (Stenman et al., 2003; Young et al., 2007; Lopez-Juarez et al., 

2013).  

Les morphogènes et facteurs de transcription qui régionalisent la zone ventriculaire du 

3ème ventricule après la naissance sont moins bien caractérisés. La voie Wnt semble cependant 

impliquée dans la différenciation des progéniteurs de cette zone après la naissance (Wang et 

al., 2012). Il est intéressant de noter que la signalisation Wnt/β-catenin est également activée 

spécifiquement dans les OEC tracées du BO durant le développement (Zaghetto et al., 2007; 

Booker-Dwyer et al., 2008; Wang et al., 2008). Enfin, il semble y avoir une certaine 

coïncidence entre l’activation des locus Prss56 et GFAP dans les cellules que nous traçons 

dans la SVZ et le GD: l’induction de Prss56 semble précéder celle de GFAP. Cependant, dans 

l’hypothalamus et les OEC ces deux gènes sont exprimés par deux populations bien séparées.  

Ces différents sites d’expression de Prss56 présentent donc un « contexte 

transcriptionnel » différent, ce qui indiquerait que la régulation de ce gène passe par des 

mécanismes spécifiques à chaque site. La SVZ constitue peut-être le site le plus accessible 

pour étudier la régulation du gène. Pour tester l’implication de SHH dans la régulation de 

Prss56, il serait intéressant d’analyser l’expression de Prss56 chez des animaux présentant 



une inactivation conditionnelle de SHH dans la zone ventrale ou au contraire une activation 

ectopique de la voie SHH dans les cellules souches dorsales de cette niche.  

1.4 Une fonction pour la protéine Prss56 ? 

Mis à part son implication dans certaines pathologies du développement de l’œil, nous 

n’avons que peu d’informations sur la fonction de la protéine Prss56. L’inactivation du gène 

Prss56 chez les souris Prss56Cre/Cre ne conduit à aucun phénotype évident au niveau du SNC. 

D’après les analyses bioinformatiques réalisées par une autre équipe, la protéine serait une 

sérine protéase membranaire ou sécrétée (Nair et al., 2011). Nous pourrions spéculer que cette 

protéase joue un rôle au niveau du liquide cérébro-spinal (Figure 22). Son activité protéase à 

la membrane permettrait d’y moduler certaines signalisations. Des protéases sont par exemple 

impliquées dans l’établissement des gradients d’activité de certains morphogènes (mécanisme 

de morphogen shuttling (Shilo et al., 2013)), un rôle qui permettrait d’expliquer la présence 

régionalisée de la protéase Prss56 dans des zones exposées systématiquement à des 

morphogènes (Wnt ou SHH). 

2 Evolutions de la neurogenèse et de la gliogenèse durant la formation du 

GD et l’établissement de la SGZ 
Le développement du GD est très complexe et, malgré des avancées considérables, 

plusieurs aspects restent mal compris. Certaines études suggèrent que la neurogenèse du GD 

est initiée depuis différents sites embryonnaires au cours du temps : la zone ventriculaire, la 

jonction fimbria-gyrus, le hile ou encore la zone subpiale (Figure 10). Cette multitude de 

matrices neurogéniques suggère une régionalisation complexe de la neurogenèse 

embryonnaire (Li et al., 2009; Hodge et al., 2013; Urbán and Guillemot, 2014).  

Le suivi du devenir des glies radiaires – tracées très précocement durant le 

développement de la structure par notre système – permet pour la première fois d’étudier de 

façon spécifique les populations cellulaires impliquées dans la neurogenèse continue des 

neurones granulaires du GD. Cette analyse révèle que la distribution des cellules progénitrices 

tracées (cellules Sox2+ et Tbr2+) est plus homogène que ne laisserait supposer les études 

précédemment publiées (cf. Article - Fig. 2). D’autre part, ces cellules tracées Sox2+ et Tbr2+ 

ne présentent pas de différences de localisation, ni de différences de morphologie évidentes 

avant P14. A ce stade l’expression de Tbr2 disparaît de la couche moléculaire et les cellules 

exprimant Sox2 adoptent des caractéristiques d’astrocytes protoplasmiques (cf. Article -  

Fig. 2). Cette observation suggère qu’entre P7 et P14 la couche moléculaire perd sa capacité à 



maintenir des précurseurs neurogéniques et que ceux-ci se différencient en astrocytes, 

hypothèse en accord avec plusieurs données de la littérature (Brunne et al., 2013).  

Ces différentes observations, couplées à plusieurs données de la littérature, me 

permettent de proposer un modèle de neurogenèse du GD basée sur la présence d’une unique 

matrice de progéniteurs, couvrant la totalité de la structure (Figure 24). Cette unique zone 

progénitrice du GD – où se mixent cellules souches radiales et progéniteurs intermédiaires – 

est à opposer aux différentes couches de la neurogenèse corticale, clairement stratifiée en VZ, 

SVZ et couches neuronales. Cette hypothèse est de plus en cohérence avec le fait que tous les 

progéniteurs du GD, quelques soient leurs positions, ne génèrent qu’un seul type neuronal : le 

neurone granulaire immature (Prox1+). Ces neurones sont les seules cellules à subir une 

régionalisation évidente puisqu’il forme très précocement une couche granulaire visible 

durant le développement (Figure 24). Cette régionalisation des neurones immatures dépend de 

l’interaction entre l’échafaudage glial et les cellules de Cajal Retzius situées dans la zone 

marginale du GD, notamment via la sécrétion de Reelin par ces dernières (Sibbe et al., 2009). 

L’inactivation de cette sécrétion chez le mutant Reeler entraîne une dispersion postnatale des 

cellules Prox1+ (Brunne et al., 2013).  

Nous pouvons spéculer qu’après la naissance les signaux permettant le maintien des 

progéniteurs disparaissent des différentes zones du GD, ce qui provoquerait leur 

différenciation terminale en cellules gliales non-neurogéniques (astrocytes du hile et de la 

couche moléculaire et oligodendrocyte dans la fimbria). Seule la SGZ conserverait 

l’environnement nécessaire au maintien de certaines cellules souches, ce qui provoque 

l’établissement de cellules de type I entre P7 et P14 (Figure 24) (cf. Article – Supplemental 

Fig. 2). Ce phénomène impliquerait l’entrée des cellules souches dans un état de quiescence et 

l’activation d’un processus neurogénique spécifique à l’âge adulte (Urbán and Guillemot, 

2014). Au vu de ce modèle, il serait important de déterminer quels événements moléculaires 

ou cellulaires provoquent la diminution contrôlée de la matrice neurogénique du DG après P7. 

 

Chez l’adulte, les populations cellulaires tracées avec Prss56Cre sont de quatre types : 

cellules granulaires, cellules souche de type I, astrocytes et oligodendrocytes (cf. Article – 

Supplemental Fig. 2). Cette diversité suggère que les glies radiaires tracées constituent une 

population pluripotente et sont notamment capables de générer des cellules souches de type I 

chez l’adulte. La distribution des cellules tracées révèle une régionalisation dorso-ventrale 

dépendante du type cellulaire (cf. Article - Supplemental Fig. 2) : les neurones granulaires et 

les cellules souches de type I sont présents essentiellement dans la partie dorsale du GD, alors 
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Figure 24 Développement du GD à partir d’une 

matrice neurogénique unique.
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que les astrocytes (hile et couche moléculaire) et les oligodendrocytes (fimbria) sont 

distribués de façon plus homogène et sont notamment présents dans la partie ventrale du GD. 

Cette différence de distribution suggère que les cellules souches tracées dans le GD ventral 

sont peu neurogéniques, ne se maintiennent pas dans la SGZ et se différencient 

préférentiellement en astrocytes à la fin du développement (P7 - P14). La distribution des 

cellules souches de type I tracées est en faveur de l’existence d’une régionalisation – et donc 

d’une hétérogénéité – de ces cellules. Cette régionalisation est-elle la conséquence de 

différences de potentiels intrinsèques aux cellules tracées ? Tient-elle au contraire d’une 

différence dans la capacité du GD ventral à maintenir des cellules souches ? Implique-t-elle 

enfin une migration vers la partie dorsale, comme cela a été suggéré (Li et al., 2013) ?  

3 Que révèlent l’apparition et le devenir des cellules tracées dans la SVZ 
Chez l’embryon, la zone ventriculaire de l’éminence ganglionnaire latérale (LGE) 

abrite des glies radiaires qui vont produire d’une part des cellules destinées au striatum 

(neurones, astrocytes, oligodendrocytes) et d’autre part des progéniteurs qui migrent 

tangentiellement pour se différencier en interneurones et oligodendrocytes du cortex et du BO 

(He et al., 2001; Stenman et al., 2003; Díaz-Guerra et al., 2013; Bayraktar et al., 2014). Après 

la naissance, les zones ventriculaire et sous-ventriculaire embryonnaires se compactent pour 

former la SVZ adulte. Les glies radiaires se différencient majoritairement en cellules post-

mitotiques du striatum et certaines s’intègrent comme cellules souches de type B1 dans la 

SVZ (Tramontin et al., 2003; Merkle et al., 2004). Chez l’adulte, ces cellules B1 produisent 

des populations d’interneurones destinées au BO (Ming and Song, 2011; Bayraktar et al., 

2014) et des oligodendrocytes destinés aux structures attenantes à la SVZ (Menn et al., 2006; 

Capilla-Gonzalez et al., 2013; Ortega et al., 2013; Azim et al., 2014).  

Nos observations avec la lignée Prss56Cre sont en cohérence avec cette évolution. 

L’apparition des premières cellules radiales tracées et la détection de l’ARNm de Prss56 dans 

le mur ventriculaire autour de la première semaine après la naissance coïncident avec la 

période de conversion de la glie radiaire en cellule B1 : entre P7 et P14, les cellules tracées 

dans la zone ventriculaire présentent un long prolongement vers le striatum caractéristique de 

glie radiaire de cette zone (cf. Article - Fig. 3). Des cellules tracées possédant des 

caractéristiques de progéniteurs ou de neuroblastes sont alors présentes au sein des structures 

postnatales correspondant à la SVZ, la RMS ainsi qu’au niveau du striatum (cf. Article - 

Fig. 3 et données non présentées). Parmi les cellules tracées à distance de la zone ventriculaire 



dans le striatum, certaines présentent une forme intermédiaire entre glie radiaire et astrocyte 

protoplasmique (données non présentées), ce qui suggère que certaines cellules de glies 

radiaires qui se détachent du mur se différencient en astrocyte. Etrangement, dans certaines 

zones, l’apparition entre E18 et P7 de ces différentes cellules plus différenciées précède 

l’apparition des cellules radiales (données non présentées). Chez l’adulte, les dérivés tracés 

dans le BO correspondent essentiellement à des interneurones générés à l’âge adulte (cf. 

Article – Fig. 4) et nous avons également observé des oligodendrocytes tracés au niveau du 

corps calleux (données non présentées). Enfin, le striatum adulte présente des astrocytes, 

oligodendrocytes et neurones tracés (données non présentées).  

Ces différentes observations suggèrent d’une part que le gène Prss56 est induit après 

la naissance dans une population mixte de glies radiaires qui se différencient soit en 

progéniteurs pluripotents ou gliaux migrant vers le striatum, soit en cellules B1 de la SVZ. 

D’autre part, le maintien de l’expression de Prss56 à un niveau suffisant pour être détecté par 

hybridation in situ semble requérir que la cellule maintienne son contact avec le ventricule, 

notamment durant la période où la VZ et la SVZ postnatale se compactent pour former la 

SVZ adulte. Comme nous allons le voir dans le paragraphe suivant, il est possible que la SVZ 

adulte conserve la capacité de générer des cellules du striatum. 

4 De nouveaux neurones s’intègrent-ils dans la RMS, la SVZ et le 

striatum ? 
 Notre système de traçage est le premier système endogène qui permet de suivre le 

devenir d’une population de cellules B1 de façon continue après la naissance dans le cerveau 

murin. L’évolution des populations tracées dans le BO, la RMS et la SVZ chez des animaux 

adultes (de 2 à 6 mois), puis âgés (de 12 à 19 mois), récapitule la diminution progressive de la 

neurogenèse sous-ventriculaire avec le temps. De façon surprenante, j’ai observé au cours de 

cette analyse une augmentation des neurones tracés (caractérisés par le marqueur NeuN) sur 

le trajet de la RMS (Données additionnelles – Fig. 1). Ces neurones matures tracés pourraient 

être générés par différenciation précoce de certains neuroblastes durant leur migration. Pour 

tester cette hypothèse, j’ai récemment caractérisé plus en détail l’identité des cellules BrdU-

positives présentes dans la SVZ et la RMS trois mois après une injection massive de BrdU 

chez des souris adultes (Données additionnelles - Fig. 2). De nombreuses cellules tracées 

présentant du BrdU (et donc capable de conserver ce marqueur sur le long terme) sont 

immuno-positives pour le marqueur de neurone mature NeuN, et ce, à différents niveaux 



antéro-postérieures de la RMS, de la SVZ et du striatum attenant. Ces cellules présentent une 

morphologie plus mature que les neuroblastes et étendent des prolongements ramifiés 

semblables à des dendrites. Cette observation surprenante est encore préliminaire et nécessite 

d’être répétée sur un plus grand nombre d’animaux et en utilisant d’autres marqueurs 

neuronaux (p. ex. DCX, HuC/D, GABA, CalR, chAT, etc.) afin de confirmer l’identité 

neuronale de ces cellules NeuN+.  

Le renouvellement de neurones dans le striatum a été décrit chez le rat et chez 

l’homme en condition physiologique (Ernst et al., 2014, Dayer, 2005) et chez la souris après 

un accident vasculaire cérébral (Wei et al., 2011; Magnusson et al., 2014). Il ne semble pas 

exister d’étude rapportant la production de cellules neuronales destinées à la RMS ou à la 

SVZ. S’il est confirmé, quelle pourrait être la fonction d’un tel phénomène ? Des populations 

neuronales « locales » sont impliquées dans la régulation de la niche via la sécrétion de 

neurotransmetteurs (Paez-Gonzalez et al., 2014) ou de morphogènes (Ihrie et al., 2011). Il 

serait intriguant que la niche neurogénique génère des neurones destinés à réguler sa propre 

activité sur le long terme. Les neurones observés sur le trajet de la RMS pourraient par 

exemple participer à la régulation de la migration des neuroblastes (via le glutamate, la 

signalisation SHH, ou leurs inhibitions) (Young et al., 2011; Faigle and Song, 2013) et être 

impliqué dans l’étiolement progressif de la RMS avec le temps.  

5 Les tanycytes tracés sont-ils des cellules souches neurales de 

l’hypothalamus ? 
Bien qu’il existe plusieurs preuves récentes de la présence de cellules souches neurales 

et de neurogenèse adulte au niveau de l’hypothalamus, l’importance de cette niche 

neurogénique adulte reste sujette à débat. Dans la dernière partie de l’article, je présente le 

traçage d’une sous-population régionalisée de tanycytes α2 de l’hypothalamus qui expriment 

le gène Prss56 après la naissance. Mes observations suggèrent que ces tanycytes sont à 

l’origine d’une partie des neurones et de quelques astrocytes des noyaux arqué, dorso-médial 

et périventriculaire durant le développement postnatal (cf. Article – Fig. 5). Je n’ai cependant 

pas pu démontrer que les tanycytes tracés sont effectivement une source neurogénique chez 

l’adulte. Notre étude basée sur l’infusion i.c.v. de BrdU confirme que la prolifération 

cellulaire au niveau de l’hypothalamus est très faible en condition basale et qu’elle est 

amplifiée par l’ajout du facteur mitogène FGF (Robins et al., 2013a). Cependant, six semaines 

après infusion avec le FGF, et contrairement à ce qui a été publié, je n’ai pas pu observer de 



neurones BrdU-positifs dans le parenchyme attenant (cf. Article – Fig. 5). Il est probable 

qu’avec nos conditions, la genèse de cellules neuronales BrdU-positives nécessite une plus 

longue période que ce qui a été rapporté (Robins et al., 2013a). Pour compléter cette analyse, 

nous analysons actuellement l’identité des cellules BrdU-positives présentes dans 

l’hypothalamus trois mois après infusion. 

Le traçage de cette population de tanycyte α2 m’a cependant permis d’identifier un 

nouveau type cellulaire présentant les caractéristiques moléculaires et morphologiques de 

tanycytes mais dont le corps cellulaire est situé à distance de la paroi ventriculaire, dans le 

parenchyme. A ma connaissance, ces tanycytes (en tant que cellules allongées) du 

parenchyme (tanP) n’ont jamais été décrits. Je me suis donc intéressé à l’origine de ces 

cellules. J’ai noté que, sous l’action du FGF infusé durant notre expérience d’i.c.v., la 

prolifération des tanycytes tracés conduit à une augmentation du nombre de tanP tracé (cf. 

Article - Fig. 5 et). De plus, certains des tanP ont incorporé du BrdU dans leur ADN, ce qui 

suggère que soit ces cellules proviennent d’une division de tanycytes de la paroi ventriculaire, 

soit elles sont elles-mêmes capables de se diviser dans le parenchyme. Enfin, nombre de ces 

cellules présente une morphologie intermédiaire entre tanycyte et tanP : un corps cellulaire à 

distance de la surface ventriculaire et un pied basal en contact avec celle-ci (cf. Article - 

Supplemental Fig. 5). La présence de ces cellules intermédiaires permettrait d’expliquer 

l’épaississement de la zone ventriculaire (d’une couche monocellulaire à une couche de trois à 

quatre corps cellulaires d’épaisseur) observé sous l’action du FGF ou d’autres agents 

mitogènes (Xu et al., 2005; Pérez-Martín et al., 2010; Robins et al., 2013a). Ces différentes 

observations suggèrent fortement que les tanycytes sont capables de se détacher de la paroi 

ventriculaire, par déplacement de leur soma, et de migrer vers le parenchyme (cf. Article – 

Fig. 5p). 

Les tanP pourraient constituer une population progénitrice intermédiaire impliquée 

dans la neurogenèse de l’hypothalamus. Bien que ces cellules n’aient pas été décrites 

précédemment, plusieurs études présentent des observations cohérentes avec leur présence : 

- (Pérez-Martín et al., 2010) décrivent la présence de tanycytes sous-épendymaux 

lorsque la zone ventriculaire est soumise à l’action du IGF-I. Ils ne notent cependant 

pas le décrochement de ces cellules vers la périphérie ; 

- (Haan et al., 2013) suggèrent la présence de progéniteurs indifférenciés qui 

proviendraient de tanycytes exprimant Fgf10 et supposent que ces cellules 

continueraient à se diviser à la périphérie ; 



- (Niwa et al., 2015) mentionne la présence de cellules BrdU+ Vimentin+ Nestin+ 

dans le parenchyme de l’hypothalamus chez le rat hypertensif soumis à un exercice 

physique. 

Certaines études suggèrent que les tanycytes génèrent des neuroblastes qui migrent le long de 

leurs prolongements de la même façon que les neuroblastes migrent le long des glies radiaires 

durant l’embryogenèse (Batailler et al., 2014; Rojczyk-Gołębiewska et al., 2014). Cette 

hypothèse n’est pas validée par mes observations chez la souris : la morphologie multipolaire 

des cellules DCX+ et leur distribution ne sont pas compatibles avec une migration depuis la 

zone ventriculaire. Ces cellules DCX+ pourrait correspondre à un stade de différenciation 

neuronale plus avancé (cf. Article – Supplemental Fig. 5). Ainsi, à l’inverse de la neurogenèse 

de la SGZ et de la SVZ, la neurogenèse de l’hypothalamus impliquerait une migration de la 

cellule progénitrice (le tanycyte) avant sa différenciation locale dans le parenchyme. Cette 

hypothèse est intéressante puisqu’elle suggère un déroulement de la neurogenèse inattendu, 

qui se rapprocherait de la formation des outer radial glial cells durant la neurogenèse 

corticale (Hansen et al., 2010; Wang et al., 2011).  

Mon étude reste malheureusement incomplète tant que je n’ai pas établi que les TanP se 

différencient effectivement en cellule neuronale ou gliale. Pour aller plus loin, il me faudrait 

identifier un marqueur spécifique des tanP durant leur migration. Enfin, il serait intéressant 

d’évaluer si ce mécanisme de migration est commun aux populations de tanycytes α et β et 

comment ce détachement des tanycytes est contrôlé au niveau de la paroi ventriculaire. 

6 Quelques mots sur les cellules engainantes du bulbe olfactif 
Indépendamment des zones neurogéniques, nous montrons que le gène Prss56 est 

exprimé spécifiquement par des cellules engainantes olfactives (olfactory ensheathing cells, 

OEC) établies chez l’adulte dans la partie interne de la couche gliale du BO (inner olfactory 

nerve layer, iONL). L’activation du gène Prss56 se produit vers E13,5 dans une population 

d’OEC du BO et n’a pas lieu dans les populations d’OEC présentes en périphérie le long du 

nerf olfactif (cf. Article - Supplemental Fig. 4). Cette population exprime les marqueurs 

d’OEC Sox10 et BLBP et n’exprime pas la GFAP (Figure 25). Le gène Prss56 constitue donc 

un marqueur spécifique d’une population d’OEC de l’iONL.  

Quelles fonctions remplissent ces OEC Prss56+ ? L’hétérogénéité antigénique indicatrice 

d’une hétérogénéité des OECs au niveau de l’ONL est connue (Vincent et al., 2005). 



Figure 25  Profil antigénique et localisation des OECs du bulbe olfactif.

Les OECs tracées avec l’allèle Prss56Cre (en rouge) constituent une sous-population de la partie interne de l’ONL. C’est 

cellules sont en interaction avec les glomérules (pointillés). Bien que cette zone contiennent également des cellules gliales 

positives pour le marqueur GFAP (en bleu), celui-ci ne co-localise pas avec les cellules tracées. Ces données suggèrent la 

présence d’au moins quatre populations gliales dans la couche externe du BO. Quelques marqueurs complémentaires, connus 

pour être exprimé par certaines populations d’OEC seraient à utiliser pour achever cette caractérisation. GL, glomerular layer 

; OEC, cellules engainantes du système olfactif ; ONL, olfactory nerve layer.
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Cependant les rôles spécifiques que remplissent chacune de ces sous-populations d’OEC du 

BO n’ont pas encore été clairement séparés (révisée par (Su and He, 2010)) : 

- le maintien d’une perméabilité de la barrière hémato-encéphalique permettant le 

passage continue des axones olfactifs en condition normale et régénérative,  

- la protection physique et immunitaire du système olfactif, 

- la capacité d’interagir avec les astrocytes (contrairement aux cellules de Schwann), 

- la capacité à migrer vers des sites de lésions du SNC et du SNP,  

- le guidage et la fasciculation des axones olfactifs vers les glomérules adéquats du BO,  

- une implication dans le fonctionnement des synapses du glomérule, 

- un contrôle sur la neurogenèse et la formation du système olfactif durant le 

développement,  

- un rôle attractif potentiellement exercé sur les neuroblastes de la RMS et du BO. 

Notre système de traçage constitue un outil idéal pour étudier spécifiquement le rôle de cette 

sous-population d’OEC. 

Il est intéressant de noter quelques ressemblances entre les OEC et les cellules des capsules 

frontières (CF) présentes transitoirement au cours du développement (cf. Annexe - Gresset et 

al). Ces deux populations proviennent de la crête neurale (Barraud et al., 2010), expriment 

Prss56 et Sox10, sont capables de coopérer avec les astrocytes et participent au maintien de 

l’intégrité de la frontière entre le CNS et le PNS (Figure 21 et 25). Il est ainsi possible que la 

fonction de Prss56 au niveau de ces deux sites d’expression soit similaire. 

7 Remarques sur l’utilisation des lignées rapportrices 
Mes observations montrent que l’apparence des cellules tracées dépend de la lignée 

rapportrice utilisée et du type cellulaire étudié (Figure 26) (cf. Article – Supplemental Fig. 1). 

La différence de facilité de détection des cellules de type I du GD entre la lignée Rosa26mt/mG 

et la lignée Rosa26tdTom est la plus critique. Elle se retrouve lorsque l’on compare différentes 

publications (p. ex. (Li et al., 2013) et (Bowman et al., 2013)). L’utilisation de la lignée 

Rosa26tdTom est actuellement en pleine expansion, et pourrait entrainer de nombreuses 

conclusions et quantifications erronées sur les cellules souches du GD.  

Les deux constructions sont pourtant élaborées sur un modèle identique : elles sont situées au 

locus Rosa26 et présentent un promoteur fort identique (enhancer du CMV couplé au 

promoteur de la ß-actine du poulet) en amont des sites lox. Comment alors expliquer cette 

différence de fluorescence entre les deux lignées rapportrices ? La localisation subcellulaire 



Figure 26 Différences du signal fluorescent et de l’apparence de différents types 

cellulaires lors de l’utilisation des lignées rapportrices Rosa26mT/mG et Rosa26tdTom.

Bien que ces différentes soient plus flagrantes dans le gyrus dentelé (cf. Article - Supplemental 

Fig. 1), elles se retrouvent également dans l’ensemble du système nerveux. Notez la difficulté 

d’identifier plusieurs corps cellulaires agrégés avec la mGFP et la surprenante faiblesse d’intensité 

du signal de la tdTom dans les cellules de type I, les progéniteurs et neuroblastes. Les observations 

ont été réalisées après fixations en paraformaldéhyde et marquage par immunohistochimie 

(anticorps anti-dsRed et anti-GFP) et reflètent donc des différences de quantité et non d’intensité 

de fluorescence des protéines rapportrices tdTom et mGFP.

astrocytes

cellules souches (type I)
progéniteurs
neuroblastes

neurones matures
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de la protéine fluorescente (membranaire ou cytoplasmique) serait importante pour la 

détection des cellules de type I, notamment pour distinguer leur morphologie : la localisation 

cytoplasmique de la tdTom l’empêcherait de diffuser efficacement, alors que l’adressage à la 

membrane permettrait à la mGFP de diffuser à travers l’ensemble des ramifications de la 

cellule de type I. Cependant cette hypothèse ne permet pas d’expliquer la faible quantité de 

protéine tdTom détectée (Figure 25). Celle-ci suggère un faible taux de protéines tdTom 

circulantes dans les cellules de type I qui pourrait, par exemple, s’expliquer par une différence 

de vitesse de dégradation entre les protéines tdTom et mGFP. 

8 Prss56Cre : un nouvel outil d’étude de la neurogenèse adulte ? 
La tendance agaçante qu’a la nature à réutiliser les mêmes gènes pour remplir 

différentes fonctions à différentes périodes limite habituellement l’utilisation de lignées 

basées uniquement sur la recombinase Cre. Une version « améliorée » de ce système utilise 

une fusion de la recombinase Cre avec le récepteur aux œstrogène (CreERT2) et permet de 

contrôler par l’administration de Tamoxifène la fenêtre temporelle durant laquelle a lieu la 

recombinaison. Ces constructions inductibles sont très utilisées pour l’étude de la neurogenèse 

adulte car une grande partie des gènes impliqués dans ce processus sont également exprimés 

lors de l’embryogenèse (ex : Sox2, Nestin, GFAP, Tbr2, etc.) (Dhaliwal and Lagace, 2011). 

Au regard de ces considérations, la lignée Prss56Cre présente un patron de 

recombinaison extraordinairement restreint pour une lignée Cre non-inductible. La faible 

quantité de cellules du SNC qui exprime la protéine rapportrice suggère que seules quelques 

sous-populations de cellules souches expriment le gène Prss56 tout au long de la vie. Quels 

avantages apportent ce patron de recombinaison particulier pour l’étude des cellules souches 

neurales et de la neurogenèse adulte ? 

Tout d’abord durant l’embryogenèse, notre système permet de travailler avec un 

nombre limité de cellules de glie radiaire spécifique du pallium médial (GD, CA3, CA et 

cortex médial). Contrairement à d’autres systèmes (ex : Nestin-CreERT2), l’utilisation de 

notre lignée permettrait de cibler un nombre limité de cellule et ne devrait pas affecter le 

développement normal de la structure. L’inactivation sous le contrôle de Prss56Cre de gènes 

impliqués dans la neurogenèse (p. ex. avec des allèles floxés des gènes Nestin, GFAP, Mash1, 

Neurogenin2, Tbr2, Nf1, etc.) permettrait d’évaluer leurs influences sur la destinée cellulaire 

et notamment sur l’établissement des cellules souches adultes dans la SGZ, et leurs 

fonctionnements après la naissance (Subramanian et al., 2011; Hodge et al., 2012; Iwano et 



al., 2012; Hodge et al., 2013; Yu et al., 2014). Il serait bien sûr intéressant de conduire des 

études similaires au niveau des lignages cellulaires tracées dans la SVZ et l’hypothalamus, 

notamment pour déterminer quels facteurs déterminent le maintien des cellules souches après 

la naissance dans la zone ventriculaire de ces deux niches. 

D’autre part, j’ai montré qu’environ 22% des neuroblastes sont tracés par notre 

système dans la RMS et que ces cellules génèrent majoritairement des cellules granulaires 

profondes du BO. L’ablation permanente de ces cellules, par exemple par l’expression d’une 

toxine sous contrôle de Prss56Cre, permettrait d’évaluer spécifiquement l’importance du 

renouvellement postnatal des cellules granulaires profondes dans le fonctionnement du 

système olfactif. Notre système de traçage endogène est également un bon outil pour 

déterminer les effets cumulatifs à long terme d’une condition donnée (p. ex. administration de 

drogue, modification comportemental, modèle neuro-dégénératifs, etc.) sur la neurogenèse 

adulte du BO. Enfin, nous avons démarré un projet visant à étudier l’impact de certains 

modèles pathologiques sur la neurogenèse adulte de la SVZ : ischémie, lésion stab wound, 

etc. Notre système permet en effet de suivre la migration ectopique des neuroblastes tracés 

vers les sites affectés et pourrait permettre de mieux comprendre pourquoi ces cellules 

échouent à régénérer les tissus lésés. 

 

 

 

En conclusion, j’ai découvert que l’expression du gène Prss56 est intimement liée à la 

présence des niches neurogéniques. L’étude de son patron de traçage m’a permis d’apporter 

une nouvelle vision sur le développement, l’hétérogénéité et le fonctionnement des cellules 

souches neurales adultes. Je suis conscient que certaines de mes observations, obtenues avec 

la lignée Prss56Cre, ne font qu’effleurer certains mécanismes et mériteraient encore quelques 

approfondissements. La poursuite de ce projet et de l’étude de la neurogenèse adulte 

bénéficieront sans doute du développement d’outils complémentaires basés sur le locus 

Prss56. 
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ABSTRACT
While neurogenic stem cells have been identified in rodent and human skin, their 
manipulation and further characterisation are hampered by lack of specific markers. Here, 
we perform a genetic tracing of the progeny of boundary cap (BC) cells, a neural crest-
derived cell population localized at peripheral nerve entry/exit points. We show that BC 
derivatives migrate along peripheral nerves to reach the skin, where they give rise to 
terminal glia associated with dermal nerve endings. Dermal BC derivatives also include 
cells that self-renew in sphere culture and have broad in vitro differentiation potential. 
Upon transplantation into adult dorsal root ganglia, skin BC derivatives efficiently 
differentiate into various types of mature sensory neurons. Together, this work establishes 
the embryonic origin, pathway of migration and in vivo neurogenic potential of a major 
component of dermal stem-like cells. It provides genetic tools to study and manipulate this 
population of high interest for medical applications.
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INTRODUCTION 

 

The neural crest (NC) is an embryonic, multipotent cell population that migrate extensively 

through the periphery and give rise to various cell lineages, including most of the glial and 

neuronal components of the peripheral nervous system (PNS) (Le Douarin and Kalcheim, 1999). 

NC cell settlement is normally accompanied by restriction to particular cell fates (Krispin et al., 

2010; Le Douarin and Dupin, 2003; Le Douarin and Kalcheim, 1999). However, recent studies 

have identified stem cell-like populations within adult NC targets, which show developmental 

potentials resembling those of NC cells (Dupin and Sommer, 2012; Le Douarin and Kalcheim, 

1999). Among these populations, adult multipotent skin stem cells have attracted particular 

attention because they are easy to access, which would facilitate their use in regenerative 

medicine.  

Fate-mapping studies have revealed the existence of different types of trunk skin stem cell 

populations that possess neurogenic and gliogenic potential, with both NC and non-NC origins. 

Stem cells confined to the dermal papillae of hair follicles originate from the mesoderm, whereas 

populations restricted to the glial and melanocyte lineages are derived from the NC (Fernandes et 

al., 2004; Jinno et al., 2010; Krispin et al., 2010; Le Douarin and Dupin, 2003; Wong et al., 

2006). These different cell populations can be cultured as floating spheres and generate neurons 

and Schwann cells under differentiation conditions (Biernaskie et al., 2007; Fernandes et al., 

2004; Wong et al., 2006). However lack of specific markers has prevented their detailed 

localization and further characterization and purification. 

Another type of NC-derived stem cell-like population has been identified in the embryo at 

the interface between the central and peripheral nervous systems. They form the so-called 

boundary caps (BC), which are transiently observed at the nerve root entry/exit points along the 



neural tube (Niederländer and Lumsden, 1996). Fate analyses, taking advantage of BC-specific 

expression of the Krox20 (also known as Egr2) transcription factor gene (Wilkinson et al., 1989) 

and available knock-ins at this locus (Vermeren et al., 2003; Voiculescu et al., 2000), have 

established that BC cells give rise to the Schwann cell component of the nerve roots and, in the 

dorsal root ganglia (DRG), to nociceptive neurons as well as glial satellite cells (Maro et al., 

2004). Furthermore, in culture, BC cells can generate Schwann cells, myofibroblasts, astrocytes 

and neurons (Zujovic et al., 2011), and when grafted into the lesioned spinal cord, efficiently 

migrate toward the lesion and differentiate into functional myelinating Schwann cells (Zujovic et 

al., 2010). Together these studies indicate that BC cells have a broad differentiation potential and 

suggest that they constitute multipotent neural stem cells in the embryo. 

 The above mentioned fate studies relied on the restriction of Krox20 expression to BC 

cells during early PNS development. However, from E15.5, Krox20 is also expressed in Schwann 

cells (Topilko et al., 1994), thereby preventing later analysis of BC derivatives. To circumvent 

this problem, we used a novel BC-specific marker, Prss56 (Coulpier et al., 2009), appropriate for 

longer-term tracing studies. We have generated a knock-in mouse line expressing Cre 

recombinase from the Prss56 locus and use the Prss56
Cre

 allele, together with Cre-activable 

reporter lines, to trace BC cell derivatives in the embryo and the adult. Unexpectedly we find 

that, during embryogenesis, some of the derivatives of ventral BC cells rapidly migrate along the 

peripheral nerves and settle in the skin. In the neonatal and adult skin, these BC derivatives 

provide the terminal glia associated with dermal nerve endings. Furthermore, these glial 

derivatives include multipotent progenitors that can self-renew in sphere culture and differentiate 

into various cell types, including neurons and Schwann cells. Transplanted into the DRG of adult 

mice, skin BC derivatives efficiently differentiate into various types of mature sensory neurons. 

Together these studies reveal the embryonic origin, pathway of migration and in vivo neurogenic 



potential of a multipotent neural stem cell-like population in the skin. In addition, this work 

provides novel tools for further characterization and manipulation of dermal terminal glia and 

skin stem cells. 

  



RESULTS 

 

Dorsal root BC cells give rise to the different neuronal lineages in the DRG 

The generation of the Prss56
Cre

 allele is presented in Fig. S1A. Absence of Prss56 mRNA 

in BCs from Prss56
Cre/Cre 

embryos
 
indicated that the mutation represents a null allele for Prss56 

(Fig. S1C, D). Homozygous mutant animals are fertile and do not show any obvious phenotype in 

the PNS. As a first step to characterize this novel marker, we compared the progeny of Krox20- 

and Prss56-expressing BC cells in the early PNS. We combined the Krox20
Cre 

(Voiculescu et al., 

2000) or Prss56
Cre

 alleles with the R26
tdTom

 locus (Fig. S1B), in which Cre recombination leads to 

permanent activation of the tandem dimer tomato (tdTom) fluorescent reporter (Madisen et al., 

2009). We then searched for labeled cells in the nerve roots and DRG between E11 and E13.5. 

Using the Krox20
Cre

 driver, we confirmed that the first traced cells appear in the ventral root 

before E11 (Fig. 1A and data not shown), whereas labeled cells appear in the dorsal root around 

that stage and in the DRG later on (Fig. 1A-C and (Maro et al., 2004)). In contrast, in 

Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 embryos, the first labeled cells appear in the dorsal root and in the dorsal part 

of the DRG around E11 (Fig. 1D). Labeled cells along the ventral root only appear at later stages 

(Fig. 1E, F). In the nerve roots, labeled cells from both tracing systems give rise to Sox10-

positive Schwann cell precursors (Fig. S2A, B and (Maro et al., 2004)). In the DRG, both types 

of traced cells give rise to putative neurons with extending axons (Fig. S2C, D). Neurogenesis in 

the DRG involves two phases, with mechanoceptive and proprioceptive neurons emerging first, 

followed by nociceptors (Marmigère and Ernfors, 2007). We have previously shown that the only 

neurons generated by Krox20-expressing BC derivatives in the DRGs are nociceptors (Maro et 

al., 2004). To identify the neuronal derivatives of the Prss56-expressing BC cell population, 

DRG sections from E18.5 Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 embryos were analyzed by co-immunostaining 



with antibodies against tdTom and TrkA (nociceptive), TrkB (mechanoceptive) or TrkC 

(proprioceptive) neurotrophic receptors. We found that traced cells include all three types of 

neurons (Fig. 1G-I). Quantification indicates that they represent 9.8±1.9%, 6.3±2.8% and 

13.3±4.6% of the TrkA-, TrkB- and TrkC-positive neuronal populations, respectively. The 

observation of mechanoceptive and proprioceptive neurons among BC derivatives traced with the 

Prss56 driver is consistent with the presence of traced cells in the DRG from E11 (Fig. 1D), 

when these neuronal types are generated (Marmigère and Ernfors, 2007).  

 

Ventral root BC derivatives migrate along the peripheral nerves to the skin 

We noticed that from E11.5, in Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 embryos, some labeled cells are located in 

the proximal part of the ventral ramus (VR) (Fig. 2A), suggesting that the migration of BC 

derivatives of the ventral root may extend beyond the root. To investigate this possibility, 

transverse sections from Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 embryos at brachial, thoracic and lumbar levels 

were immunostained for tdTom and III-tubulin, a neuronal/axonal marker, at successive stages 

of development (Fig. 2). At E11.5, labeled cells are present in the ventral root and in the proximal 

part of the VR of all spinal nerves (Fig. 2A). At E11.75, labeled cells have accumulated in the 

distal part of the elongating VR and a few traced cells are detected in the proximal segment of the 

growing dorsal ramus (DR) (Fig. 2B). At E12-E12.5, sparse labeled cells are present along the 

extending spinal nerves (Fig. 2C, D). From E12.5-E13, labeled cells are observed at the level of 

the skin (Fig. 2D, E). Subsequently, their number considerably increases in the cutaneous nerves 

in both the dorsal (Fig. 2F) and ventral (Fig. 2G) skin. From these stages, labeled cells are 

concentrated at both extremities of the somatosensory nerves (root and cutaneous segments) and 

have almost disappeared from the central segments (Fig. 2F, G).  



The spatial-temporal distribution of the labeled cells along spinal nerves suggests a wave 

of migration from the BCs to the skin along the peripheral nerves, between E11.5 and E13. To 

rule out the possibility that some cells in the skin might activate Prss56 de novo, we performed in 

situ hybridization and reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) analyses on 

skin preparations at E13.5, when a large number of labeled cells have accumulated in the skin. 

Prss56 mRNA was not detected in the skin by either procedure (Fig. S3A, B), suggesting that 

Prss56 is not expressed in the skin labeled cells.  

In conclusion, our data strongly suggest that the labeled cells present in the skin are 

derived from the BCs and arrive by rapid migration along the ventral root and the spinal nerves.  

 

Skin BC derivatives include different types of Schwann-like cells  

To investigate the distribution and identity of BC derivatives in the trunk skin after birth, we first 

performed a whole mount immunohistochemistry analysis of Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 newborn dorsal 

skin preparations, staining for tdTom and III-tubulin. This revealed a dense network of traced 

cells exclusively associated with the nerves in the hypodermis and dermis (Fig. 3A). In the 

subcutaneous nerves, some of the traced cells express the myelin marker MBP (Fig. 3B), 

suggesting that they are myelinating Schwann cells. 

 Staining of transverse sections for III-tubulin and PGP9.5, an axonal marker present in 

terminal endings, confirmed the systematic association of the labeled cells with dermal nerves 

(Fig. 3C, D). In the dermis, these traced cells express the immature glial marker p75
NGFR

 (Fig. 

3E) and the Schwann cell marker S100 (Fig. 3F), but not the myelin marker MBP (data not 

shown), and are therefore immature/non-myelinating Schwann cells. They could be classified 

into three categories: those associated with dermal nerve fibers (Fig. 3A, E, closed arrows), 



lanceolate endings around hair follicles (Fig. 3C, D, F, empty arrowheads) and “free” nerve 

endings of nociceptive fibers (Fig. 3C, D, G, closed arrowheads). Lanceolate endings are 

circumferential structures that surround the hair follicle and are composed of mechanoreceptive 

nerve fibers and their associated terminal Schwann cells, whose function is poorly understood (Li 

and Ginty, 2014; Takahashi-Iwanaga et al., 2008). Traced cells at the free nerve endings of 

nociceptive fibers show an atypical morphology, with the soma localized in the upper part of the 

dermis, close to the epidermis, while a dense network of cytoplasmic protrusions penetrates the 

dermis and epidermis and follows the path of nerve terminals (Fig. 3G). These cytoplasmic 

protrusions are often in close contact with blood vessels in the dermis (Fig. 3H). These cells are 

likely to correspond to the teloglia, which was once described by Cauna, but not further 

investigated (Cauna, 1973; 1980). Interestingly, while some traced cells associated with the 

lanceolate endings express the progenitor/stem cell marker nestin, this is not the case for any of 

those associated with the free nerve endings (Fig. 3I). 

 In the adult skin, the distribution and immunohistological signature of traced cells along 

the neuronal cutaneous network was comparable to that of newborns (data not shown). We 

characterized adult BC derivatives in the hypodermis using electron microscopy. For this 

purpose, we used Prss56
Cre/+

,R26
lacZ

 
 
animals, where Cre recombination leads to permanent 

expression of -galactosidase, which can convert the Bluogal substrate into electron-dense 

precipitates (Weis et al., 1991). Analysis of subcutaneous nerves confirmed that the majority of 

the labeled cells are non-myelinating Schwann cells (Fig. 3J), but also identified a few 

myelinating Schwann cells, as observed in the newborn (Fig. 3B), and endoneurial fibroblasts, 

characterized by the absence of basal lamina (Fig. 3J, K).  



 Together, our data indicate that BC cell derivatives in neonatal and adult skin consist 

mainly of Schwann cells, most of them non-myelinating, and some endoneurial fibroblasts. 

Among the Schwann cells, some are associated with the dermal nerve fibers and others with 

nerve terminals, either lanceolate endings or free endings.  

 

Dermal BC derivatives can be propagated in sphere cultures and are multipotent 

NC-derived progenitor/stem cells that express p75
NGFR

 and Sox10 have been described in the 

mouse and human skin (Wong et al., 2006). These characteristics are similar to those of skin BC 

derivatives (Fig. 3E and Fig. S3c) and led us to investigate whether BC derivatives show stem 

cell-like properties. For this purpose, we performed floating sphere cultures from the back skin of 

Prss56
Cre/+

,R26
tdTom 

 newborn mice, as this technique has been previously used to isolate stem 

cells in the skin (Toma et al., 2001; 2005; Wong et al., 2006). Back skin was dissociated by 

enzymatic and mechanical treatments and cultured in non-adhering conditions. Numerous 

floating spheres were observed after 7-10 days in culture and could be propagated for at least 11 

passages (Fig. 4A). We used our tracing system to monitor BC derivatives over time in these 

cultures. While tdTom-positive cells only represent 0.1% of the cells recovered after skin 

dissociation, their proportion increases during successive passages to reach approximately 80% 

of the sphere population at P10 (Fig. 4A, B). In addition, tdTom-positive cells from spheres 

express immature/stem cell markers, including nestin, p75
NGFR

, vimentin, and fibronectin, but not 

the central nervous system progenitor marker Olig2 (Fig. S4A-E). 

The rapid increase in the proportion of tdTom-positive cells during the early passages 

might reflect either a proliferative advantage of traced cells, or a de novo activation of the Prss56 

locus in previously unlabeled cells. To distinguish between these two possibilities, we first 

looked for Prss56 expression by semi-quantitative RT-PCR in cells freshly isolated from 



newborn skin or maintained in sphere culture for 2, 4, 8 and 11 passages (Fig. S4F, G). We did 

not detect any expression of the gene at any time. To avoid a possible dilution of the RT-PCR 

signal from rare stem cells at early culture stages, we enriched the initial culture in tdTom-

positive stem cells by immuno-panning, taking advantage of the fact that they derive from 

p75
NGFR

-positive cells (see below). Once again, no Prss56 expression was observed either 

immediately after immuno-panning or after 36 h culture in sphere conditions (Fig. S4g). Together 

these data are inconsistent with de novo activation of Prss56 in culture conditions and rather 

support a proliferative advantage for the traced cells. In agreement with this interpretation, 

immunostaining analysis with the mitotic marker phospho-histone H3 showed that more than 

97% of the floating tdTom-positive cells express this marker after 36 h in culture (data not 

shown), indicating that these cells are highly proliferative.  

We next analyzed the differentiation potential of cultured tdTom-positive cells. Cells from 

neonatal Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 skin were maintained in culture for two (P2) or five (P5) passages, 

mechanically dissociated and cultured for two additional weeks in the presence of serum, which 

promotes their spontaneous differentiation. They were then analyzed according to their 

morphology and by immunostaining with antibodies against tdTom, and neuronal (III-tubulin), 

Schwann cell (S100), and myofibroblast (SMA and fibronectin) markers. In both P2 and P5 

cultures, numerous neurons, myofibroblasts, as well as rare Schwann cells and adipocytes, were 

observed among the traced population (Fig. 4C-H). Addition of the Schwann cell mitogens 

forskolin and heregulin to the sphere culture medium greatly enhanced the capacity of spheres to 

differentiate into Schwann cells (Fig. 4I). 

We investigated whether these BC derivatives with stem cell properties are maintained in 

the adult skin. Traced cells in the adult skin were slightly more abundant (0.6% of the total initial 



population) than in neonatal skin. Sphere cultures performed with adult skin showed similar 

proliferation and differentiation properties (Fig. 4B, C). 

As skin BC derivatives comprise both glial and fibroblast cells, we wondered whether the 

stem cells belonged to one or the other population. By magnetic immuno-panning against 

p75
NGFR

 for glial cells and Thy1 for fibroblasts (Manent et al., 2003), we isolated each cell type, 

as well as the double negative population, from newborn skin and performed sphere cultures. 

Spheres containing numerous traced cells were obtained from both glial and fibroblastic 

populations, but not from the double-negative fraction (data not shown). In differentiation 

conditions, the p75
NGFR

-positive
 
population gives rise to a similar distribution of cell types as 

without fractionation, whereas neuronal and glial derivatives are absent from the derivatives of 

the Thy1-positive population (Fig. 4C). To further identify the skin tissue layer housing the stem 

cells, we performed sphere cultures from the hypodermis of neonatal Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 mice 

after magnetic fractionation with p75
NGFR

 antigens. This fraction failed to form spheres (data not 

shown), suggesting that the p75
NGFR

-positive stem cells are restricted to the dermis. 

In conclusion, BC derivatives in neonatal skin include a dermal, p75
NGFR

-positive stem 

cell-like population that shows a broad differentiation potential and persists in the adult.   

 

Skin BC derivatives grafted into the DRG efficiently differentiate into sensory neurons  

To investigate the in vivo differentiation potential of skin BC derivatives, we first performed 

transplantations into adult DRG. Newborn skin was dissociated and cultured in sphere conditions 

for 10 days. tdTom-positive cells were then purified by fluorescence-activated cell sorting 

(FACS) and injected into the L4 or L5 DRG of nude mice (2x10
4
 traced cells/DRG). Mice were 

sacrificed 30 days after grafting and the injected DRGs were analyzed for the presence of tdTom-

positive cells. Out of the 30 mice injected, 27 showed numerous tdTom-positive cells in the 



injected DRGs. Within the successfully injected DRGs, most traced cells were positive for the 

neuronal marker III-tubulin (Fig. 5A, B) and represented 12±1.0% of all neurons in the DRG. 

Traced neurons were further characterized with markers of different categories of mature DRG 

neurons (Lallemend and Ernfors, 2012) and represented a large array of sensory neurons: 

peptidergic (CGRP-positive, Fig. 5C) and non-peptidergic (binding isolectin B4, Fig. 5D) 

nociceptors, unmyelinated mechanoceptors (tyrosine hydroxylase-positive, Fig. 5E), TrkA-

positive neurons (Fig. 5F), which include lightly myelinated nociceptors and a subpopulation of 

peptidergic nociceptors, Ret-positive neurons (Fig. 5G), which include myelinated 

mechanoceptors, and a subpopulation of peptidergic and non-peptidergic nociceptors, and TrkC-

positive neurons (Fig. 5H), which include subpopulations of myelinated proprioceptors and 

mechanoceptors. Furthermore, immunostaining for III-tubulin in transverse sections through the 

dorsal root attached to the injected DRG revealed numerous tdTom-positive axons (Fig. 5K), 

indicating that at least some of the traced neurons had generated long projections. Together these 

data indicate that the grafted cells efficiently differentiate into mature sensory neurons. 

Other types of traced cells were observed within the DRG: small, elongated, p75
NGFR

-

positive cells in close contact with neuronal somata, which are glial satellite cells (Fig. 5I), cells 

positive for the proteoglycan NG2 (Fig. 5J), which is produced by perineurial and endoneurial 

fibroblasts in the rat adult sciatic nerve (Morgenstern et al., 2003; Rezajooi et al., 2004), and a 

layer of cells surrounding the DRG, whose identity remains unknown (Fig. 5A). Finally, 

numerous tdTom-positive cells were observed in the dorsal root and spinal nerve attached to the 

injected DRG, indicating that injected cells had migrated away from the injection site (Fig. 5L 

and data not shown). These cells form a dense network around the Schwann cell-axon bundles, 

and are negative for immature (S100, Fig. 5M) or myelinating (MBP, Fig. 5N) Schwann cell 



markers, but are positive for NG2 (Fig. 5O). Therefore, traced cells also differentiate into 

endo/perineurial-like fibroblasts in the dorsal root and the spinal nerve. 

In conclusion, our results indicate that, following injection into adult DRG, skin BC 

derivatives efficiently colonize the DRG and part of the spinal nerve and give rise to different cell 

types, including a variety of sensory neurons, as well as glial cells and fibroblasts.  

 

Skin BC derivatives grafted into lesioned nerves give rise to endo/perineurial and Schwann 

cells 

To investigate whether skin BC derivatives could also differentiate in vivo into Schwann cells 

when provided with an appropriate environment, we performed transplantations into the cryo-

lesioned sciatic nerves of nude mice. Sciatic nerve lesions are known to enable recruitment of 

Schwann cells (Coleman, 2005). tdTom-positive cells were prepared as for DRG transplantations 

and grafted into the lesion site. Six weeks later, numerous traced cells were within the lesion site 

(Fig. 6A), as well as in the proximal part of the nerve, indicating that traced cells had efficiently 

colonized the lesioned nerve. Analyses of transverse and longitudinal nerve sections indicated 

that grafted traced cells are not in direct contact with the regenerated axons and are negative for 

markers for immature (S100, Fig. 6A) and myelinating (MBP, Fig. 6B) Schwann cells. Most 

traced cells appear to wrap single axon/Schwann cell units (Fig. 6A, B, closed arrows), in a 

manner similar to endoneurial fibroblasts (Rezajooi et al., 2004). Some traced cells are also at the 

level of the perineurium (Fig. 6A, arrowheads), ensheathing fascicles composed of axons, their 

associated Schwann cells and the surrounding endoneurium. Consistent with these observations, 

the traced cells are positive for the NG2 marker (Fig. 6C). They are similar to the labeled cells 

observed in the dorsal roots attached to the injected DRGs (Fig. 5O). Thus, after transplantation 

into the injured sciatic nerve, tdTom-positive cells do not engage into the glial pathway and 



differentiate preferentially into endo/perineurial-like fibroblasts.  

We finally asked whether exposing tdTom-positive cells to factors promoting a Schwann 

cell fate prior to transplantation would modify this situation. Skin-derived spheres were 

maintained for two weeks in presence of forskolin and heregulin, then dissociated and injected 

into the injured sciatic nerve. Six weeks after transplantation, although most traced cells were 

NG2-positive fibroblastic cells (Fig. 6D-F), we observed some S100-positive Schwann cells (Fig. 

6D, open arrows), which had remained immature, as they did not express the MBP myelin 

marker (Fig. 6E). In conclusion, in the lesioned sciatic nerve environment, grafted BC-derived 

skin stem cells mainly engage into an endo/perineurial fibroblastic fate, although in vitro 

treatment with Schwann cell fate promoting factors redirects some of them toward the glial 

pathway.   



DISCUSSION 

 

The present study builds on previous observations that the NC contribution to PNS formation 

occurs in two waves (Maro et al., 2004), with one population migrating directly to their target 

locations, while the other makes a stop at the level of the BCs. In contrast to what was previously 

thought (Maro et al., 2004), we establish that the two waves make similar qualitative 

contributions in terms of neuronal subtypes in the DRG; the physiological significance of this 

dual origin is not clear. In contrast, along peripheral nerves of the trunk, the BCs provide the 

entire proximal Schwann cell nerve root component, as well as a large part of the glia covering 

the distal parts of skin nerves, whereas the direct NC contribution appears largely restricted to the 

intermediate part of the nerves. These distinct origins may underlie functional differences 

between glial populations at different levels along the nerves. 

In the skin, we have shown that BC derivatives give rise to at least three populations of 

glia: Schwann cells (mainly non-myelinating) associated with subcutaneous and dermal nerves, 

and two types of terminal Schwann cells, associated with lanceolate endings or free nerve 

endings. Lanceolate endings are specialized sensory organs that detect hair movement (Li et al., 

2011; Lou et al., 2013). They form a palisade structure surrounding the hair follicle and are 

composed of terminal fibers carrying rapidly-adapting low-threshold mechanoreceptors (A, A, 

and C) (Abraira and Ginty, 2013). The terminal Schwann cells are involved in the maintenance of 

the lanceolate complex (Li and Ginty, 2014) and could play a role in calcium signaling 

(Takahashi-Iwanaga et al., 2008), but their detailed functions still need further investigation.  

Free nerve endings are non-specialized cutaneous sensory receptors that are involved in 

perception of touch, pressure and pain (Abraira and Ginty, 2013). In contrast to their name, free 



nerve endings are also associated with terminal Schwann cells. Terminal Schwann cells have 

only been studied by electron microscopy and present a very peculiar morphology, with 

numerous cytoplasmic protrusions covering the axons at the dermis/epidermis boundary (Cauna, 

1973; 1980). We provide here the first genetic marker and optical observations of these cells. 

Their morphology resembles that of perisynaptic Schwann cells (PSC), which cap motor nerve 

terminals at the neuromuscular junction (Balice-Gordon, 1996). PSC are involved in sensing and 

modulating synaptic transmission through the specific expression of neurotransmitter receptors 

and ion channels on their surface (Auld and Robitaille, 2003). Given their similarity with PSCs in 

terms of terminal location and morphology, we speculate that Schwann cells associated with free 

nerve endings might play a direct role in depolarizing axon membranes. The Prss56
Cre

 line allows 

easy identification of these atypical Schwann cells and should facilitate their detailed 

characterization, including the analysis of their biochemical, electrophysiological and functional 

properties. 

In the dermis, the glial, p75
NGFR

-positive BC derivatives also include a neurogenic and 

gliogenic stem cell-like population. Two types of NC-derived multipotent stem cell-like 

populations have been previously described in the adult trunk skin, associated with the glial and 

melanocyte lineages (Wong et al., 2006). Our results indicate that the BC-derived population 

constitutes a major component of dermal stem-like cells, as they represent approximately 80% of 

the sphere population at late passage, when the stem cell population has been largely enriched. 

Our work is consistent with recent observations indicating that human adult dermal stem cells 

with neurogenic potential express p75
NGFR

 and can be ascribed to the Schwann cell lineage 

(Etxaniz et al., 2014). Together our results establish the precise origin of these dermal stem cells 

and provide a unique and specific genetic tool for their identification, and further study and 

manipulation.   



Most importantly, grafting experiments establish that this stem cell-like population can 

efficiently differentiate into various types of mature sensory neurons in the adult DRG. The 

differentiated neurons survive at least two months and many extend long axons in the dorsal root 

and spinal nerve, although it remains to be determined whether these axons establish specific 

connections in the spinal cord. Such a neurogenic potential has never been reported for skin-

derived stem cells and it raises the possibility that these cells may manifest an even larger 

plasticity (e.g. generation of central glia and neurons) if offered the appropriate cellular 

environment. The fact that these stem cells give rise to a very different distribution of cell types 

(only endo/perineurial fibroblasts and Schwann cells) upon transplantation into a lesioned sciatic 

nerve is consistent with such plasticity. 

In conclusion, our work opens the way for a detailed analysis of a major population of 

dermal stem cells that are derived from the BCs, have powerful neurogenic potential and, because 

of their accessibility, constitute valuable candidates for regenerative medicine. The specific 

genetic tools developed in the current study should be instrumental for further characterization 

and manipulation of this promising cell population.  

  



EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

Mouse lines, genotyping and ethical considerations 

All mouse lines were maintained in a mixed C57BL6/DBA2 background. We used the following 

alleles or transgenes that were genotyped as indicated in the original publications: Krox20
Cre 

(Voiculescu et al., 2000), Rosa26
lacZ

 (Soriano, 1999), Rosa26
tdTom

 (Madisen et al., 2009). 

Prss56
Cre

 was generated in this work (see Fig. S1). Genotyping was performed by PCR on tail 

DNA using primers described in Table S1. Day of the plug was considered E0.5. Animals were 

sacrificed by decapitation (newborn) or cervical dislocation (adult) unless indicated otherwise. 

All animal manipulations were approved by a French Ethical Committee (Project # 

Ce5/2012/115) and were performed according to French and European Union regulations. 

 

In situ hybridization and immunofluorescence 

In situ hybridization on embryos was performed as previously described, using digoxygenin-

labeled RNA probes synthesized by PCR (Coulpier et al., 2009). Immunohistochemical analysis 

of embryos was performed on 100 m transverse vibratome sections that were stored at -20°C in 

phosphate buffer including 30% glycerol and 30% ethylene glycol. Cryosection and 

immunolabeling of newborn and adult nerve roots, DRGs, subcutaneous nerves and skin were 

performed as described previously (Decker et al., 2006). Sections were mounted in Aqua 

poly/Mount (PolySciences) and optical sections of fixed samples were obtained on a confocal 

microscope (SP5, Leica). The ImageJ software (Schneider et al., 2012) was used to generate Z-

stacks and analyze data (co-localisation). When required, images were subjected to brightness 

and contrast adjustment to equilibrate channel intensities and background using Photoshop CS6 



software (Adobe). For quantification of tdTom-positive cells, at least five areas per structure per 

animal were photographed, and the number of tdTom-positive cells relative to the total number of 

cells expressing a given marker was determined. The results are given as median ± standard error 

of the mean (s.e.m). The antibodies are described in the supplemental information. Nuclei were 

counterstained with Hoechst (33342, Sigma). 

 

Cell culture and immuno-panning 

Sphere cultures were performed from neonatal and adult (6-8-week old) Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 

mice as previously described (Biernaskie et al., 2007). Briefly, the back skin was carefully 

dissected free of other tissue, cut into 2-3 mm
3
 pieces, and then digested with collagenase/dispase 

type I (Sigma/Roche) for 2 h at 37°C. Skin samples were then washed with medium (DMEM-

F12, 3:1, containing 1 g/ml fungizone and 1% penicillin/streptomycin, all from Invitrogen, and 

10% fetal bovine serum (FBS, Gibco-BRL). Samples were then mechanically dissociated in 

serum-free medium, and the cell suspension was passed through a 30 m cell strainer (Miltenyi). 

Dissociated cells were resuspended at 4x10
4
 cells/ml in B-27 (Invitrogen) medium without 

vitamin A supplement, containing 20 ng/ml EGF and 40 ng/ml bFGF (both from Sigma), referred 

to as proliferation medium. Cultures were fed every 4 days, by addition of 1/10 of fresh medium 

containing growth factors and supplements. Spheres were passaged every 7-10 days. To passage 

floating spheres, the medium containing the spheres was centrifuged, the pellet was mechanically 

dissociated, and cells were re-plated at 4x10
4
 cells/ml in a 1/1 mix of fresh and filtered 

conditioned proliferation medium. For spontaneous differentiation, spheres were centrifuged, 

washed from the proliferation medium, plated in fresh medium (DMEM-F12, 3:1, containing 

10% FBS) onto 4-well Nunc culture slides coated with poly-D-lysine/laminin, and maintained for 



15 days in the same medium. For induced glial differentiation, spheres were plated in 

proliferation medium with 10% FBS, supplemented with 20 ng/ml EGF and 40 ng/ml bFGF, for 

three days. The medium was then changed to DMEM-F12, 3:1, 1% FBS, 1% N2 supplement 

(Invitrogen), 50 ng/ml heregulin (Sigma) and 4 M forskolin (Sigma). The cultures were 

maintained for two weeks and the differentiation medium was changed every 2 days. 

For immuno-panning, cell suspensions from neonatal back skin were prepared as described 

above. Dissociated cells were first purified by magnetic cell sorting using an antibody against 

p75
NGFR 

(1:200, Abcam) as previously described(Manent et al., 2003). The negative fraction was 

collected and purified in the same way with an antibody against Thy1 (1:200, BD Pharmigen). 

After purification, the p75
NGFR

- and Thy1-positive fractions were counted and resuspended in 

proliferation medium. 

Purified Schwann cells were obtained from 2-week old Krox20
Cre/+

,R26
tdTom

 mice. The sciatic 

nerves were collected, maintained in Wallerian degeneration conditions for 10 days in Schwann 

cell medium (DMEM, 10% FBS supplemented with 2 m forskolin and 10 ng/ml heregulin), then 

dissociated for 3 h in digestion solution (collagenase type I, 130 U/ml; dispase type I, 2.5 mg/ml) 

on a rocking table at 37°C. The cells were then plated onto polyL-lysin/laminin coated dishes and 

cultured in Schwann cell medium until purification by magnetic immuno-panning based on their 

specific expression of the p75
NGFR

 antigen as above. 

 

FACS sorting 

tdTom-positive cells were isolated from neonatal skin cell preparations and cultured as floating 

spheres as described above. Primary spheres were mechanically dissociated and the resulting cell 

suspension (3x10
6 

cells/ml) was purified on a FacsVantage (Becton-Dickinson, Mountain View, 



CA) equipped with an argon laser tuned to 561 nm. Dead cells and doublets were excluded by 

gating on forward scatter and side scatter area versus width. Log RFP fluorescence was acquired 

through a 530/30 band pass. tdTom-positive cells were sorted directly into culture medium until 

use in transplantation assays. To verify the purity of the sorted cells, aliquots were seeded onto 

coverslips and analyzed by immunohistochemistry with anti-tdTom antibody. 

 

Transplantations into the DRGs and sciatic nerve 

Adult nude mice were anesthetized by intra-peritoneal injection of Ketamine (Imalgene 500, 0.5 

l/g) and Xylazine (Rompun 2 %, 0.2 l/g) before surgery. In addition, local anesthesia was 

applied (Lidocaine). tdTom-positive cells were prepared from neonatal skin, cultured for ten days 

in sphere conditions, purified by FACS and immediately injected. 

For transplantation into the DRG, the lower lumbar vertebral column was exposed by a 

midline incision of the skin and fascia, and the right L4 or L5 DRG was exposed via a hemi-

laminectomy. A suspension containing 2.10
4
 tdTom-positive cells (10

4
 cells/l) was injected into 

the DRG. After one month, the animals were injected with a lethal dose of Ketamine and 

Xylazine and perfused with saline, followed by a fixative solution containing 4% PFA in PBS.  

The DRG with the attached nerve roots and spinal nerves was dissected, post-fixed in 4% PFA 

for 3 h and cryoprotected overnight in PBS containing 15% sucrose. Serial 14 m cryosections 

were prepared, placed on SuperFrost Plus glass slides (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany), 

and stored at -80°C until analysis. In all experiments performed, no traced cells were found in the 

contralateral DRG. In control experiments, when tdTom-positive Schwann cells isolated from 

adult Krox20
Cre/+

,R26
tdTom

 sciatic nerves were injected into DRGs, virtually all transplanted cells 

expressed S100 and corresponded to Schwann cells (data not shown).  



For transplantation into the sciatic nerve, the nerve was exposed and crushed 4 times for 

10 s with forceps chilled in liquid nitrogen. A suspension containing 10
5
 tdTom-positive cells 

(5.10
4
 cells/μl) was immediately injected into the lesion site. After six weeks, the animals were 

sacrificed and the injected sciatic nerves were dissected, fixed in 4% PFA for 3 h and 

cryoprotected overnight. Serial 14 m cryosections were prepared and stored at -80°C until 

analysis. Similar transplantations were performed with spheres pre-treated with heregulin and 

forskolin for two weeks to induce glial differentiation, as described above. In control 

experiments, when tdTom-positive Schwann cells isolated from the adult Krox20
Cre/+

,R26
tdTom

 

sciatic nerves were injected into the lesioned sciatic nerve, most transplanted cells expressed 

S100 and corresponded to Schwann cells. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Tracing of Krox20- and Prss56-expressing BC cells along the nerve roots and in 

the DRG. (A-F) Transverse sections of Krox20
Cre/+

,R26
tdTom

 (A-C) and Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 (D-

F) embryos, between E11 and E13.5 as indicated, were analyzed by immunocytochemistry using 

antibodies against tdTom (red) and βIII-tubulin (green). BC-derived cells are present along the 

nerve roots and within the DRG. Arrows and arrowheads indicate ventral and dorsal BC 

derivatives, respectively. Labeled cells of CNS origin are also present within the neural tube. (G-

I) Sections through the DRG from E18.5 Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 embryos were analyzed by 

immunocytochemistry using antibodies against tdTom (red) and neuronal markers (TrkA, TrkB 

and TrkC, green), as indicated. Inserts show higher magnifications of the corresponding figures. 

NT, neural tube; DRo, dorsal root; VRo, ventral root; AS, accessory nerve; DRG, dorsal root 

ganglion. Scale bars: 100 μm in (A-F) and 50 μm in (G-I). See also Figure S2. 

 

Figure 2. BC derivatives migrate along the peripheral nerves to the skin. Transverse sections 

through the trunk of Prss56
Cre/+

,R26
tdTom

 embryos, between E11.5 and E13.5 as indicated, were 

analyzed by immunocytochemistry using antibodies against tdTom (red) and βIII-tubulin (green). 

(A) At E11.5, tdTom-positive cells are present along the ventral nerve root (star) and the 

proximal part of the ventral ramus (VR) (arrows). (B, C) Between E11.75 and E12, traced cells 

are detected along the VR (arrows) and the extending dorsal ramus (DR) (arrowheads). (D) At 

E12.5, isolated traced cells are present along the entire trajectory of the nerve (arrowheads). (E-

G) From E13, tdTom-positive cells are observed at cutaneous nerves in the dorsal (arrowheads) 

and ventral (arrows) skin. Dotted lines mark the embryo. NT, neural tube; DRG, dorsal root 

ganglia. Scale bars: 100 μm. See also Figure S3. 



 

Figure 3. Identities of BC-derivatives in the neonatal and adult skin. (a) Whole mount 

immunostaining of newborn skin from Prss56
Cre/+

,R26
tdTom 

animals for tdTom and βIII-tubulin, 

viewed from the hypodermal side. Most traced cells are in contact with the subcutaneous or 

dermal nerves (arrows). (B-I) Transverse sections of the skin from Prss56
Cre/+

,R26
tdTom 

newborn 

animals labeled with the indicated antibodies. In the hypodermis, traced cells are associated with 

the cutaneous nerves and some express the myelin marker MBP (B, red arrow). In the dermis, 

tdTom-positive cells are localized along βIII-tubulin-positive axons (C) and PGP9.5-positive 

terminal nerve fibers (D), and express the Schwann cell markers p75
NGFR

 (E) and S100 (F). These 

Schwann-like cells are associated with dermal nerves (A, C-F, arrows), free nerve endings (C, D, 

F-I, closed arrowheads) or lanceolate endings of hair follicles (C, D, F, J, empty arrowheads). (G, 

H) The traced cells associated with free nerve endings are highly ramified and are often in direct 

contact with blood vessels (arrowheads). (I) Some of the traced cells at lanceolate endings 

express nestin (empty arrowheads). (J) Electron microscopy analysis of a transverse section 

through a subcutaneous nerve from adult Prss56
Cre/+

,R26
lacZ

 animals. -galactosidase-positive 

cells include myelinating (red arrow) and non-myelinating Schwann cells (black arrows), as well 

as endoneurial fibroblasts (star). (K) Higher magnification of the area outlined in (J). Scale bars: 

50 μm in A-I and 5 μm in J. 

 

Figure 4. In vitro characterization of skin BC derivatives. (A) Change in the number of 

tdTom-positive and -negative cells at successive passages (P) in sphere cultures from 

Prss56
Cre/+

,R26
tdTom 

newborn skin. (B) Examples of spheres generated from newborn and adult 

skin at P2 and P5 showing the content in traced cells (in red). (C) Cell type distribution of tdTom-



positive cells from newborn and adult skin cultured in spontaneous differentiation conditions 

after the indicated passage. Cultures were performed from the total skin population or p75
NGFR

- 

or Thy1-positive subpopulations purified by immuno-panning. Cell types were identified by cell 

morphology and expression of specific markers (see D-I). Approximate distributions: +: 0.1% to 

1%, ++: 1% to 5%,  +++: 5% to 15%, ++++: 16% to 40%. (D-I) Cell type identification of 

tdTom-positive cells from newborn skin cultured in differentiation conditions. Immunolabeling 

and morphological analysis indicate the presence of neurons (D), myofibroblasts (E-F), 

adipocytes (G) and Schwann cells (H). In (G), the inset shows a higher magnification allowing 

the visualization of lipid droplets, characteristic of adipocytes. (I) The proportion of Schwann 

cells is increased by addition of forskolin and heregulins during differentiation. Arrows point to 

traced cells expressing the indicated marker (in green). Scale bars: 100 μm in (B) and 30 μm in 

(D-I). See also Figure S4. 

 

Figure 5. Skin BC derivatives give rise to various types of sensory neurons upon 

transplantation into the DRG. FACS-purified tdTom-positive cells from skin cultures were 

injected into the DRG of nude mice, which were analyzed by immunohistochemistry 30 days 

later. (A-J) Transverse sections through the injected DRGs analyzed with antibodies against 

tdTom and specific markers of neuronal, glial or fibroblastic cell types according to the color 

code. Arrowheads and arrows indicate neuronal and non-neuronal traced cells, respectively. (K-

O) Transverse sections through the spinal nerve attached to the injected DRG. (K) tdTom-

positive axons (empty arrowheads) are observed. (L-O) Numerous traced cells encircle βIII-

tubulin-positive axons. They are negative for immature (M) and myelinating (N) Schwann cell 

markers, but express NG2 (O), a marker of endo/perineurial fibroblasts. Scale bars: 10 μm. 

 



Figure 6. Skin BC derivatives give rise to peripheral fibroblasts and Schwann cells upon 

injection into the injured sciatic nerve. Newborn skin BC derivatives were cultured until P1, 

FACS-purified (A-C, untreated) or treated with heregulin/forskolin (D-F, +Hrg+Frsk), and 

injected into injured sciatic nerves. Transverse sections of the grafted sciatic nerves were 

analyzed six weeks after grafting by immunohistochemistry with antibodies against tdTom and 

the indicated neuronal, glial and fibroblastic markers according to the color code. Arrowheads 

point to perineurial cells, closed arrows to endoneurial cells, and open arrows to Schwann cells. 

Nu: nuclear staining. Ungrafted nerve bundles (stars) do not contain tdTom-positive cells. Scale 

bars: 50 μm.  
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SUPPLEMENTAL INFORMATION 

 

 
SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS 

 

Figure S1, related to Experimental Procedures. Generation of a Cre knock-in at the 

Prss56 locus and tracing of the derivatives of Prss56-expressing cells. (A) Schematic of the 

generation of the Prss56Cre knock-in allele by insertion of the Cre coding sequence at the 

Prss56 initiation codon. The arrows underneath the gene indicate the positions of the primers 

used for PCR analysis (see panel (C)). (B) Combining the Prss56Cre/+ allele with the Cre-

activable Tomato reporter Rosa26tdTom leads to permanent activation of the reporter in Prss56-

expressing cells and their progeny. (C) Examples of embryo genotyping for the Prss56 locus, 

performed by PCR analysis using the combination of primers A, B and C in panel (A). (D) 

Loss of Prss56 expression in the BCs of Prss56Cre/Cre animals. Transverse sections from E12.5 

wild type and Prss56Cre/Cre mutant embryos were subjected to in situ hybridization with a 

Prss56 probe. The arrows indicate the presence of Prss56 mRNA in the dorsal and ventral 

BCs in a wild type embryo. NT, neural tube. Scale bar: 100 μm . See also Table S1. 

 

Figure S2, related to Figure 1. BC cells give rise to dorsal and ventral root Schwann cells 

and sensory neurons in the DRG. (A, B) Transverse sections from E13.5 Prss56Cre/+,R26tdTom 

embryos show that most of the cells in the dorsal (A) and ventral (B) roots are positive for 

both the tracing marker tdTom and the Schwann cell precursor marker Sox10. (C-D) In the 

DRG from E13.5 Krox20Cre/+,R26tdTom and Prss56Cre/+,R26tdTom embryos, most of the traced 

cells have a bipolar morphology. DRo, dorsal root; VRo, ventral root. Scale bar 50 μm. 

 

 



Figure S3, related to Figure 2. tdTom-positive cells in the skin do not express Prss56 and 

are Sox10-positive. (A) In situ hybridization with a Prss56 probe on a transverse section of a 

wild type E13.5 embryo. Prss56 expression is detected in the BCs (arrows), but not in the 

skin. (B) Analysis of Prss56 expression by RT-PCR in the skin of wild type E13.5 embryos. 

SK(1)-SK(5) correspond to skin preparations from different embryos. NT(1) and NT(2) are 

positive controls corresponding to the neural tubes with attached BC cells from two of these 

embryos. A Prss56-specific band is observed with the neural tube samples (stars), but not 

with the skin samples. (C) Transverse sections from E13.5 Prss56Cre/+,R26tdTom embryos 

analyzed by immunochemistry using antibodies against tdTom (red), neuronal (βIII-tubulin, 

blue) and peripheral glia (Sox10, green) markers. tdTom-positive cells are aligned with the 

nerves and express Sox10 (arrows). NT, neural tube; Nu, Hoechst 33342 labeling of nuclei. 

Scale bars: 100 μm in (A) and 50 μm in (C). 

 

Figure S4, related to Figure 4. Cultured skin cells do not express Prss56. (A-E) 

Characterization of tdTompositive cells (red) from spheres at P2 with glial and 

stem/progenitors markers (green). Virtually all traced cells express p75NGFR and fibronectin, 

whereas only subpopulations are positive for nestin and vimentin. The oligodendrocyte 

progenitor marker Olig2 is not expressed in traced cells. Arrows point to traced cells positive 

for the indicated marker. Scale bars: 50 µm. (F) RT-PCR analysis of Prss56 expression in 

newborn skin cells maintained in sphere culture conditions for 2, 4, 8 and 11 passages. (G) 

RT-PCR analysis of Prss56 expression in total, p75NGFR-positive, Thy1-positive and p75NGFR-, 

Thy1-double negative skin cell fractions obtained by immuno-panning, freshly isolated (0 h) 

or maintained in culture for 36 h. Prss56 expression is not observed in any of the skin-derived 

cell preparations, whereas it is easily detectable in control samples (Control) of an E13.5 

neural tube with attached BC cells.  



SUPPLEMENTAL TABLE 

 

mRNA or Gene Primer sequence Annealing 
temp (°C) 

Expected 
product 
size (bp) 

β-actin 
5’-TGTTACCAACTGGGACGACA-3’ 

5’-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3’ 
60 165 

Prss56 
5’-GGTCTTCAGTGGCCTAGTGG-3’ 

5’-AGCCTCTGTCCTTGATCAGC-3’ 
58 151 

p75NGFR 
5’-GTGCGGGGTGGGCTCAGGACT-3’ 

5’-CCACAAGGCCCACAACCACAGC-3’ 
62 422 

wild type Prss56  

 

Prss56Cre 

A: 5’-CAGGTGAGGTGCGGACCATT-3’ 

C: 5’-AAACCACTGCCCACCGACAT-3’ 

A: 5’-CAGGTGAGGTGCGGACCATT-3’ 

B: 5’-ACGGAAATCCATCGCTCGACCAGTT-3’ 

65 

       588 

 

851 

 

Table S1, related to Experimental Procedures. Primer sequences and PCR conditions 

for RT-PCR and genotyping analyses. 

 

 

SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
 
Antibodies 

For immunofluorescence, the following primary antibodies were used: rabbit anti-tdTom 

(1:400, Clontech), mouse biotinylated anti-βIII-tubulin (1:800, R&D), rabbit anti-PGP9.5 

(1:400; Abcam), goat anti-Sox10 (1:100, Santa Cruz), mouse anti-nestin (1:100; Millipore), 

rabbit anti-S100 (1:300, Dako), rabbit anti-fibronectin (1:100, Millipore), chicken anti-

vimentin (1:100; Millipore), rabbit anti-p75NGFR (1:300; Abcam), mouse anti-SMA (1:400, 

Sigma), rabbit anti-phospho-Histone H3 (1:100, Millipore), rabbit anti-GFAP (1:300, Dako), 



rabbit anti-TrkA (1:500, Millipore), goat anti-TrkB (1:500, R&D), goat anti-TrkC (1:500, 

R&D), goat anti-Ret (1:20, R&D), mouse anti-CGRP (1:500, Millipore), mouse anti-TH 

(1:1000, Millipore), rat anti-MBP (1:100, Millipore), IB4-A488 (1:200, Invitrogen) from 

Griffonia simplicifolia, rat anti-PECAM (1:100; BD Pharmigen), and rabbit anti-NG2 (1:200; 

Millipore). Fluorophore-conjugated secondary antibodies were from Jackson Immuno 

Research. 

 

Electron microscopy  

Subcutaneous nerves from neonatal back skin were dissected and fixed for 2 h in 1% 

glutaraldehyde, 0.4% PFA in PBS, then washed in PBS and subjected to β-galactosidase 

staining as previously described (Decker et al., 2006). Nerves were osmificated for 1 h in 1% 

OsO4 (Polysciences), rinsed in PBS, dehydrated in graded acetone, and embedded in Epon. 

Semi-thin sections (1 µm) were stained with toluidine blue. Ultra-thin sections (50 nm) were 

stained with uranyl acetate and lead citrate. The sections were observed with a Phillips 

electron microscope. 

 

Semi-quantitative RT-PCR 

Total RNA (100 ng) was isolated from embryonic skin, reverse transcribed using the 

pSuperscript III Rnase H reverse transcriptase (Invitrogen) and a mix of oligo-tdTom random 

primers (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions. PCR was performed as 

follows: 2 min at 94°C; 30 cycles of 2 min at 94°C, 1 min at the primer-specific annealing 

temperature, 30 s at 72°C. The primers are shown in Supporting Information Table 1. For 

each RNA sample, two independent PCR amplifications were performed. 
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