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1. Neurogenèse et cellules souches neurales 

1.1 Historique de la neurogenèse adulte 

 

 « Une fois le développement terminé, la croissance et la régénération des axones et des 

dendrites s’arrêtent irréversiblement. Dans le cerveau adulte, les voies nerveuses sont 

fixes et immuables : tout est destiné à mourir, rien ne peut être régénéré.» 

       - Santiago Ramón y Cajal, 1913 

 

Cette théorie de la fixité neuronale portée par le neuroanatomiste espagnol 

Santiago Ramón y Cajal ancra pendant la majeure partie du XXème siècle l’idée selon 

laquelle le cerveau adulte était incapable de se régénérer une fois le développement 

achevé. On tenait ainsi pour dogme que les neurones étaient exclusivement produits lors 

de la période embryonnaire chez les mammifères et qu’en conséquence leur nombre ne 

faisait que décroître au cours de la vie.  

 

Les travaux précurseurs d’Ezra Allen en 1912 questionnèrent pour la première fois 

ce dogme en montrant la présence d’une activité mitotique le long des ventricules 

latéraux de rats albinos jusqu’à l’âge de 4 mois (Allen, 1912). Ces travaux restèrent 

cependant dans l’anonymat ne pouvant relier les mitoses observées à la production de 

nouveaux neurones. Il fallut attendre la fin des années 1950 pour que l’hypothèse de 

l’existence d’une neurogenèse adulte soit à nouveau avancée. Suivant par 

autoradiographie l’incorporation de la [3H]-thymidine radioactive dans les cellules en 

prolifération, Joseph Altman apporta les premières observations de la génération de 

nouveaux neurones chez de jeunes rats adultes au niveau du néocortex (Altman, 1962) 

et du gyrus dentelé (GD) de l’hippocampe (Altman, 1963; Altman and Das, 1965a). Il 

décrivit par la suite la formation post-natale de cellules dans la zone sous-ventriculaire 

(ZSV) (Altman and Das, 1965b) ainsi que leur voie de migration le long du chemin de 

migration rostrale (RMS) vers le bulbe olfactif (Altman, 1969). Ces résultats se heurtèrent 

une fois encore au scepticisme de la communauté scientifique, dû notamment aux 

limitations techniques de l’époque  qui ne permettaient pas d’apporter la preuve 

formelle que les cellules radio-marquées étaient bien des neurones et non des cellules 

gliales dont les propriétés prolifératives étaient connues. Les travaux de Michael Kaplan, 
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une dizaine d’années plus tard, confirmèrent cependant les résultats d’Altman et 

apportèrent la preuve expérimentale du caractère neuronal des cellules néoformées 

radio-marquées dans le cerveau adulte grâce à l’utilisation de la microscopie 

électronique (Kaplan and Hinds, 1977; Kaplan and Bell, 1984). Parallèlement, l’équipe de 

Fernando Nottebohm démontra pour la première fois le rôle fonctionnel de l’apport 

permanent de nouveaux éléments dans les circuits neuronaux préexistants. Etudiant la 

capacité des canaris mâles à apprendre chaque année de nouveaux chants à la saison 

des amours, ils démontrèrent que le volume du centre vocal supérieur augmentait 

spécifiquement et qu’un nombre important de neurones nouvellement formés y étaient 

intégrés (Nottebohm, 1981; Paton and Nottebohm, 1984). Ces résultats suggérèrent le 

rôle clé joué par le renouvellement neuronal dans une forme adulte d'apprentissage.  

 

 La neurogenèse adulte acquit réellement ses lettres de noblesse en 1998 lorsque 

le groupe de Fred Gage démontra pour la première fois son existence chez l’Homme au 

niveau de l’hippocampe (Eriksson et al., 1998). Cela fut rendu possible par l’examen des 

cerveaux de personnes décédées ayant reçu de leur vivant une injection de 

bromodeoxyuridine (BrdU), un analogue de la thymidine s’incorporant en phase S du 

cycle cellulaire, afin d’estimer l’indice prolifératif de leurs cellules tumorales. Associant la 

détection du BrdU à l’utilisation de marqueurs cellulaires, ils montrèrent sans ambiguïté 

la nature neuronale des cellules nouvellement générées dans l’hippocampe. La 

neurogenèse adulte est dès lors un phénomène accepté et commun à l’ensemble des 

mammifères. L’équipe de Jonas Frisén a récemment confirmé ces résultats en suivant 

l’évolution de l’incorporation de carbone 14 (14C) dans l’ADN génomique de neurones 

provenant de différentes régions du cerveau humain (Spalding et al., 2013). Tirant profit 

des tests de bombes nucléaires effectués entre 1955 et 1963 qui avaient provoqué une 

élévation transitoire du taux de 14C dans l’atmosphère, ils ont pu déterminer si une 

population cellulaire donnée se renouvelait au cours de la vie adulte en rapportant son 

taux en 14C à la mort de l’individu par rapport au taux atmosphérique présent à sa 

naissance. Cette méthode permit de montrer qu’environ un tiers des neurones de 

l’hippocampe est renouvelé à l’âge adulte, soit environ 700 nouveaux neurones par jour 

(Spalding et al., 2013), tandis que de nouveaux neurones apparaissent au niveau du 

striatum, une structure attenante à la ZSV (Ernst et al., 2014). 
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1.2 Les cellules souches neurales 

1.2.1 Les cellules souches : une définition 
 

De nombreux tissus, dont l’intestin, la peau et la moelle osseuse se renouvellent 

en permanence à l’âge adulte. Cette régénération tissulaire repose sur l’existence de 

cellules souches. Par définition, une cellule souche est une cellule indifférenciée capable 

de se multiplier à l’identique et de générer des cellules spécialisées par différenciation 

cellulaire. On distingue les cellules souches embryonnaires pluripotentes des cellules 

souches adultes par leur capacité à conduire à la formation de tous les tissus de 

l’organisme, y compris la lignée germinale. Les cellules souches adultes sont 

multipotentes, c’est-à-dire qu’elles peuvent se différencier en différents types cellulaires 

spécifiques d’un lignage restreint selon leur tissu d’origine. Elles jouent un rôle clé dans 

le maintien de l’homéostasie tissulaire en assurant un équilibre entre les processus de 

prolifération, de différenciation et de mort cellulaire. Les cellules souches adultes sont 

localisées dans un microenvironnement cellulaire spécialisé, appelé niche. Les niches 

jouent un rôle central dans l’intégration des signaux en provenance de l’environnement 

et constitue un système dynamique nécessaire au maintien des cellules souches dans les 

tissus (Scadden, 2006). En effet, elles leur offrent une protection contre les stimuli de 

différenciation, d’apoptose, et tout autre signal qui pourrait perturber le maintien de 

leur nombre au cours du temps (Morrison and Spradling, 2008). Cela passe notamment 

par leur capacité à alterner entre deux types de division cellulaire : la division symétrique 

permettant de générer deux cellules filles identiques, et la division asymétrique 

permettant de générer une cellule spécialisée engagée dans une voie de différenciation 

spécifique, tout en maintenant une cellule fille qui gardera à l’identique son statut de 

cellule souche dans le tissu (Watt and Hogan, 2000).  

 

1.2.2 Découverte des cellules souches neurales 

 

Bien qu’il fût admis que de nouveaux neurones étaient créés en permanence à 

l’âge adulte et intégrés dans les circuits neuronaux préexistants, l’idée que des neurones, 

cellules post-mitotiques, puissent se diviser et engendrer de nouvelles cellules filles, 

apparaissait peu plausible. La découverte par Brent Reynolds et Sam Weiss en 1992 de 
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l’existence de cellules souches neurales (CSN) multipotentes dans le cerveau adulte 

marqua un tournant. Ils montrèrent que certaines cellules du striatum de souris adultes 

étaient capables de proliférer en présence de l’EGF (epidermal growth factor) pour 

former des amas de cellules indifférenciées, appelés neurosphères, capables de se 

renouveler et de donner naissance à des astrocytes et à des neurones (Reynolds and 

Weiss, 1992) (Figure 1). Des CSN furent par la suite isolées de la ZSV (Lois and Alvarez-

Buylla, 1993; Luskin, 1993; Lois and Alvarez-Buylla, 1994) et de l'hippocampe murin 

adulte (Gage et al., 1995; Palmer et al., 1997). Chez l’Homme, des CSN ont également pu 

être obtenues à partir de tissus prélevés post-mortem sur des cerveaux adultes (Palmer 

et al., 2001) et des neurosphères multipotentes ont été dérivées à partir de biopsies 

collectées des ventricules latéraux et de l’hippocampe de patients (Kukekov et al., 1999; 

Westerlund et al., 2003; Sanai et al., 2004).  

 

L’existence de CSN sous-jacentes du maintien d’une neurogenèse adulte a depuis 

été démontrée dans une grande variété d’espèces parmi lesquelles les rongeurs 

(Reynolds and Weiss, 1992; Palmer et al., 1997), les chiens (Milward et al., 1997), les 

oiseaux (Goldman and Nottebohm, 1983), les reptiles (Font et al., 2001), les chèvres 

(Brus et al., 2013) et les primates non humains (Gould et al., 1999; Kornack and Rakic, 

1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Caractéristiques des cellules souches neurales du cerveau adulte 

En présence de mitogènes (EGF et/ou FGF2), les CSN prolifèrent en suspension et forment des 
neurosphères. En milieu de différenciation, elles génèrent les 3 types cellulaires majeurs du 
système nerveux central : neurones, oligodendrocytes et astrocytes. 
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1.2.3 Origine embryonnaire des CSN adultes 

 

Le cerveau est principalement constitué de neurones et de cellules gliales 

(astrocytes – oligodendrocytes – cellules de Schwann – microglie). Les neurones sont des 

cellules excitables chargées d’acheminer et de traiter l’information sous forme de 

dépolarisations électriques le long de leur membrane. Les cellules gliales sont quant à 

elles des cellules de soutien indispensables à la survie des neurones en assurant 

l'isolement physique et électrique des tissus nerveux, les fonctions métaboliques, le 

soutien squelettique et leur protection vis-à-vis des corps étrangers en cas de lésions. 

Elles jouent également un rôle trophique nécessaire au fonctionnement normal du 

cerveau. Alors que les neurones et les cellules gliales ont longtemps été considérés 

comme deux entités cellulaires distinctes qui divergent tôt au cours du développement 

embryonnaire, des études récentes montrent que les CSN adultes dérivent de cellules de 

la glie radiaire situées autour des ventricules dans le cerveau embryonnaire (Gaiano et 

al., 2000; Haubensak et al., 2004; Merkle et al., 2004; Noctor et al., 2004; Noctor et al., 

2007). 

 

a. Les cellules de la glie radiaire, élément central de la neurogenèse embryonnaire 

 

Au cours du développement embryonnaire, des milliards de neurones sont créés à 

partir d’un feuillet primitif pseudo-stratifié, le neurectoderme. Celui-ci est composé 

d’une couche de cellules neuroépithéliales, correspondant à la zone ventriculaire (ZV), 

dont le nombre est rapidement amplifié par divisions symétriques pour former la plaque 

neurale (Rakic, 1988). Le début de la neurogenèse embryonnaire à proprement parler 

débute à partir du 10ème jour du développement embryonnaire (E10) chez la souris avec 

la différenciation des cellules neuroépithéliales en cellules de la glie radiaire par division 

asymétrique (Martynoga et al., 2012). Ces dernières génèrent alors directement un 

neurone ou produisent des précurseurs intermédiaires qui vont proliférer au niveau de la 

ZSV avant de se différencier en neurones (Haubensak et al., 2004; Noctor et al., 2004; 

Noctor et al., 2007). Les cellules de la glie radiaire possèdent un cil primaire en contact 

avec le liquide céphalorachidien à la surface du ventricule et projettent de l’autre côté un 

long prolongement vers la surface piale (Gadisseux et al., 1989). Ces prolongements 
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servent de support à la migration radiale des neurones immatures, d’abord dans les 

couches profondes (E11-E13) et ensuite dans les couches superficielles corticales (E14-

E16) (Angevine and Sidman, 1961; Berry and Rogers, 1965; Sidman and Rakic, 1973). Les 

astrocytes sont produits dans un second temps à partir de E16 jusqu’aux premières 

semaines de développement postnatal chez la souris. Le troisième type cellulaire majeur 

du système nerveux - les oligodendrocytes - est exclusivement produit pendant la 

période post-natale (Sauvageot and Stiles, 2002; Bayraktar et al., 2015). Les cellules de la 

glie radiaire disparaissent quelques jours après la naissance en se différenciant en 

cellules épendymaires et en astrocytes pour respectivement former la paroi ventriculaire 

et la ZSV (Culican et al., 1990; Spassky et al., 2005; Noctor et al., 2008) (Figure 2). Les 

cellules de la glie radiaire sont également à l’origine d’un échafaudage glial qui se forme 

progressivement à distance de la ZV et sur lequel les cellules progénitrices migrent pour 

former la seconde zone neurogénique du cerveau adulte, le GD de l’hippocampe (Hodge 

et al., 2013; Urban and Guillemot, 2014). 

 

b. Des cellules de la glie radiaire embryonnaire aux cellules souches neurales adultes 

 

L’existence d’une neurogenèse postnatale suggère un continuum entre le cerveau 

embryonnaire et adulte. La découverte de CSN au niveau de la ZSV adulte possédant un 

cil primaire en contact avec le ventricule et exprimant une protéine spécifique des 

cellules gliales, la GFAP (glial fibrillary acidic protein), suggéra une éventuelle filiation 

entre les cellules de la glie radiaire embryonnaire et les CSN adultes (Doetsch et al., 

1997; Tramontin et al., 2003).  

 

Traçant le devenir des cellules neuroépithéliales de la ZV infectées à E9.5 avec un 

vecteur rétroviral portant le gène Notch1, l’équipe de Gord Fishell montra qu’après 

s’être différenciées en cellules de la glie radiaire, elles se retrouvaient le long de la ZSV et 

exprimaient la GFAP à l’âge adulte (Gaiano et al., 2000), deux caractéristiques des CSN 

adultes qui avaient été démontrées peu de temps auparavant (Doetsch et al., 1999a). 

L’équipe d’Alvarez-Buylla a ensuite spécifiquement marqué les cellules de la glie radiaire 

en période néonatale (P0) par injection d’un adénovirus au niveau de leurs 

prolongements corticaux afin de suivre directement leur progénie (Merkle et al., 2004). 
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Quelques jours après injection, le gène rapporteur était retrouvé dans des cellules GFAP+ 

le long de la ZSV. De plus, des neuroblastes marqués étaient observés à l’âge adulte dans 

le chemin de migration rostrale (RMS) et des neurones marqués se trouvaient dans le 

bulbe olfactif (Merkle et al., 2004). Ces travaux suggérèrent que les cellules souches de la 

ZSV adulte appartenaient au lignage cellules neuroépithéliales - cellules de la glie radiaire 

– CSN adultes (Alvarez-Buylla et al., 2001; Bonfanti and Peretto, 2007) (Figure 2). Deux 

études récentes ont par ailleurs montré que les CSN adultes sont dérivées de cellules de 

la glie radiaire embryonnaire qui ralentissent leur cycle cellulaire au cours du 

développement fœtal entre E13.5 et E15.5 puis restent relativement quiescentes jusqu'à 

être réactivées dans le cerveau post-natal (Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al., 

2015).  

 

L’origine des CSN d’une autre zone neurogénique du cerveau adulte, le GD, n’est 

pour l’heure pas totalement définie. Bien qu’il soit supposé qu’elles se forment à partir 

des cellules de la glie radiaire composant les échafaudages gliaux mis en place lors de la 

formation du GD, il n’existe pas de démonstration par traçage génétique que ces 

échafaudages représentent un seul et même lignage continu de glie radiaire menant à la 

formation des CSN adultes dans l’hippocampe (Xu et al., 2015). Il semblerait toutefois 

que les CSN se relocaliseraient de la partie ventrale à la partie dorsale de l’hippocampe à 

l’âge adulte dans la zone sous-granulaire (Li et al., 2013). 
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Figure 2 : Les CSN au cours du développement embryonnaire 

La neurogenèse embryonnaire débute par la différenciation des cellules neuroépithéliales en 

cellules de la glie radiaire qui projettent de longs appendices perpendiculairement à la surface 

ventriculaire en direction de la surface corticale. Ces dernières donnent alors naissance à des 

progéniteurs intermédiaires et à des neurones. Les progéniteurs nerveux migrent ensuite sur les 

appendices des cellules de la glie radiaire et passent de la zone ventriculaire (VZ) à la zone 

marginale (MZ) du plateau cortical. La neurogenèse laisse la place à une gliogenèse à partir de 

E16, donnant naissance aux astrocytes et oligodendrocytes. Après la naissance, les cellules de la 

glie radiaire se différencient en cellules épendymaires le long des ventricules et en cellules 

souches neurales dans la zone sous-ventriculaire. MZ, zone marginale ; MA : couches corticales ; 

VZ, zone ventriculaire; SVZ : zone sous-ventriculaire. Schéma de (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 

2009).  
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c. Régionalisation embryonnaire des principales zones neurogéniques adultes 

 

Les cellules de la glie radiaire sont réparties à travers le neuroépithélium en 4 

régions qui se distinguent selon un axe dorso-ventral : le pallium, l’éminence 

ganglionnaire latérale (LGE), l’éminence ganglionnaire médiane (MGE) et le septum 

(Fiorelli et al., 2015). La majorité des CSN de la région latérale de la ZSV adulte provient 

des cellules de la glie radiaire embryonnaire de la LGE et de la MGE (Kriegstein and 

Alvarez-Buylla, 2009). Les cellules de la glie radiaire du pallium et du septum génèrent 

également une partie des CSN adultes des murs dorsal et médian, respectivement 

(Ventura and Goldman, 2007; Alvarez-Buylla et al., 2008) (Figure 3). Le GD est quant à lui 

spécifié à partir de la partie médiane du pallium au niveau de l’ourlet cortical (ou cortical 

hem) (Urban and Guillemot, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Régionalisation embryonnaire des CSN de la ZSV adulte 

Les cellules bordant les ventricules à l’âge adulte sont issues de 4 régions distinctes au cours du 

développement embryonnaire : le septum, le pallium, les éminences ganglionnaires latérales 

(LGE) et les éminences ganglionnaires médianes (MGE). Adapté de (Fiorelli et al., 2015). 

Embryonnaire Adulte 
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2. Neurogenèse adulte 

 

Il existe deux foyers principaux de neurogenèse dans le cerveau adulte : la zone 

sous-granulaire (ZSG) du GD, et la zone sous-ventriculaire (ZSV) qui longe les ventricules 

latéraux (Figure 4). On y trouve des CSN qui sont responsables du renouvellement 

neuronal dans l’hippocampe à partir de la ZSG et dans le bulbe olfactif à partir de la ZSV.  

 

Il est important de noter que la neurogenèse adulte ne se limite pas 

exclusivement à la ZSV et la ZSG (pour revue (Gould, 2007; Migaud et al., 2010). En effet, 

la production de nouveaux neurones a été décrite, y compris chez l’Homme, dans le 

striatum (Bedard et al., 2002; Ernst et al., 2014), le néocortex (Gould et al., 1999; Dayer 

et al., 2005), la substance noire (Zhao et al., 2003), le cortex piriforme (Bernier et al., 

2002), l’amygdale (Bernier et al., 2002), le complexe vagal dorsal (Bauer et al., 2005) et 

l’hypothalamus (Kokoeva et al., 2005; Xu et al., 2005). Ces données restent toutefois 

sujettes à controverse quant à l’existence réelle d’une neurogenèse en conditions 

physiologiques dans ces zones (Gould, 2007). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4 : Localisation des deux principales zones de neurogenèse adulte dans le cerveau murin 

Coupe sagittale du cerveau murin présentant la zone sous-ventriculaire (ZSV) et la zone sous-

granulaire (ZSG) du gyrus dentelé de l’hippocampe. Adapté de (Ernst and Frisen, 2015). 
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2.1 La neurogenèse hippocampique de la zone sous-granulaire 

 

Chez les rongeurs adultes, environ 9 000 nouveaux neurones sont générés chaque 

jour dans l’hippocampe, soit l’équivalent d’un renouvellement cellulaire de 6% chaque 

mois (Cameron and McKay, 2001). L’hippocampe est au centre d’un réseau neuronal 

complexe qui le maintient en contact avec de nombreuses structures cérébrales tels que 

le thalamus et l’amygdale. Il fait également partie du système limbique qui joue un rôle 

central dans la mémoire et les émotions. L’hippocampe est de fait impliqué dans la 

consolidation de l’information, la mémoire à court et long-terme ainsi que la navigation 

spatiale. Il joue également un rôle dans le contrôle du stress et de l’anxiété (Rolando and 

Taylor, 2014). Chez les mammifères adultes, la neurogenèse hippocampique se limite à la 

zone sous-granulaire du GD. 

 

2.1.1 La formation hippocampique 

 

L’hippocampe est une structure incurvée qui s’étend sous la surface corticale dans 

la partie postérieure du cerveau (Figure 5.A). Structurellement, il est formé de deux 

structures principales : la corne d’Ammon (CA) subdivisée en trois sous-régions (CA1, 

CA2 et CA3), et le GD (Figure 5.B). Ce dernier est composé de trois couches distinctes : la 

couche moléculaire, la couche granulaire et le hile. La couche granulaire est 

principalement composée de cellules excitatrices, dites granulaires, agrégées les unes 

aux autres. Leurs dendrites apicales arborisent la couche moléculaire, relativement 

pauvre en corps cellulaire. Leurs axones s’étendent vers le hile et forment la  fibre 

moussue en direction de la région CA3 de la corne d’Ammon (Amaral et al., 2007) (Figure 

5.C). Cette structure particulière place l’hippocampe au centre d’un vaste réseau 

neuronal appelé formation hippocampique qui forme un circuit tri-synaptique et 

unidirectionnel. L’entrée de l’information dans cette boucle se fait par les axones du 

cortex entorhinal, appelés voie perforante, sur les cellules granulaires du GD (Ramón y 

Cajal, 1893). Ces dernières projettent leurs dendrites sur les cellules de la région CA3 par 

la voie des fibres moussues, qui transmet le signal vers la région CA1 par les collatérales 

de Schaffer. Finalement, les axones des cellules de CA1 projettent vers le subiculum qui 
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contacte en retour le cortex entorhinal, formant ainsi une boucle anatomique (Amaral et 

al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Organisation de l’hippocampe 

A. Localisation de l’hippocampe dans le cerveau adulte murin. B. Section coronale de la partie 

antérieure de l’hippocampe montrant sa structure et sa place parmi les autres structures 

cérébrales. Les subdivisions CA3 et CA1 de la corne d’Ammon et le gyrus dentelé (GD) sont 

indiqués. C. Représentation schématique de la formation hippocampique qui forme une boucle 

tri-synaptique fermée entre le cortex entorhinal, le gyrus dentelé, et la corne d’Ammon (CA3 et 

CA1). 
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2.1.2 Neurogenèse de la zone sous-granulaire 

 

La neurogenèse adulte dans l’hippocampe est initiée par la prolifération de CSN 

adultes (type 1) au niveau de la zone sous-granulaire située à l’interface de la couche 

granulaire et du hile du GD (Figure 6) (Ming and Song, 2011). Celles-ci se divisent 

asymétriquement et génèrent des progéniteurs intermédiaires (type 2) qui se 

différencient à leur tour en neuroblastes (type 3). Ces précurseurs neuronaux vont 

majoritairement se différencier en cellules granulaires et dans une moindre mesure en 

cellules gliales (Steiner et al., 2004). Le passage d’une cellule progénitrice à un neurone 

mature fonctionnellement intégré au sein des réseaux neuronaux préexistants de 

l’hippocampe se fait au terme d’un long processus de maturation qui s’étend sur 

plusieurs semaines (Esposito et al., 2005). Au cours de la première semaine, les cellules 

progénitrices devenues neuroblastes puis neurones immatures migrent sur une courte 

distance et s’intègrent au niveau de la couche granulaire adjacente (Kempermann et al., 

2003; Esposito et al., 2005). Les jeunes neurones commencent alors à développer des 

prolongements dendritiques apicaux et étendent des axones le long des zones de 

projection des fibres moussues (Hastings and Gould, 1999). Une grande majorité des 

nouveaux neurones seront éliminés par apoptose (Sierra et al., 2010). Au cours de la 

deuxième et troisième semaine, les jeunes neurones établissent des connexions 

afférentes et efférentes avec le réseau neuronal local : les dendrites se ramifient dans la 

couche moléculaire et forment des synapses avec les fibres d’axones venant du cortex 

entorhinal (Zhao et al., 2006) tandis les axones atteignent la couche des cellules 

pyramidales de la région CA3 (Toni et al., 2008). La maturation électrophysiologique et 

l’intégration fonctionnelle des neurones sont initiées par l’acide γ-aminobutyrique (ou 

GABA) sécrété dans le milieu extracellulaire par les interneurones présents localement 

puis par la mise en place d’afférences synaptiques GABAergiques (en provenance des 

interneurones locaux) et glutamatergiques (en provenance de la voie perforante) (Ge et 

al., 2008). La maturation des jeunes neurones s’achève environ 2 mois après leur 

naissance. Leurs propriétés physiologiques et leur plasticité synaptique sont alors 

similaires à celles des cellules granulaires matures voisines (Ge et al., 2008). 
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Figure 6 : Neurogenèse adulte dans le gyrus dentelé de l’hippocampe 

Les cellules souches neurales (type I) sont des cellules radiales situées dans la zone sous-

granulaire du gyrus dentelé à l’origine de nouveaux neurones granulaires matures qui s’intègrent 

dans la couche granulaire. Le passage d’une cellule progénitrice à un neurone mature 

fonctionnellement intégré au sein des réseaux neuronaux préexistants se fait au terme d’un long 

processus de maturation qui s’étend sur plusieurs semaines. Adapté de (Aimone et al., 2014). 
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2.2 La neurogenèse bulbaire de la zone sous-ventriculaire 

 

Le bulbe olfactif reçoit un apport journalier de plusieurs milliers de nouveaux 

interneurones chez les jeunes souris adultes. La source de cette neurogenèse se situe à 

plusieurs millimètres de distance au niveau de la ZSV qui s’étend le long des ventricules 

latéraux et qui concentre la grande majorité des cellules en prolifération du cerveau 

adulte murin. Ce flux constant de nouveaux neurones apparait essentiel pour des tâches 

liées à la discrimination, l’apprentissage et la mémorisation des odeurs (Lazarini and 

Lledo, 2011). De plus, il semblerait impliqué dans le contrôle des comportements liés aux 

phéromones, comme l’accouplement (Mak et al., 2007) et la reconnaissance parents-

enfants chez la souris, bien que des résultats contradictoires aient été rapportés sur ce 

dernier point (Feierstein et al., 2010; Mak and Weiss, 2010). 

 

2.2.1 De la zone sous-ventriculaire au bulbe olfactif 

 

Le mur du ventricule latéral abrite la ZSV où sont nichées des cellules de type 

astrocytaire exprimant la GFAP (Doetsch et al., 1997). Ces cellules de type B1 jouant le 

rôle de CSN adultes (Doetsch et al., 1999b), prolifèrent lentement et donnent naissance 

aux cellules progénitrices d’amplification transitoire hautement proliférantes (type C) qui 

se différencient à leur tour en neuroblastes (type A) (Lois and Alvarez-Buylla, 1994) 

(Figure 7.A). Ces neuroblastes se regroupent dans la partie antérieure de la ZSV, et 

migrent le long du chemin de migration rostrale (RMS) formé d’une gaine de cellules 

astrocytaires en direction du bulbe olfactif qu’ils atteignent en 2 à 7 jours (Lois et al., 

1996; Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002). Il est estimé qu’environ 30 000 neuroblastes 

sont produits quotidiennement au niveau de la ZSV et empruntent le RMS chez la souris 

(Lois and Alvarez-Buylla, 1994). Une fois dans le bulbe olfactif, les neuroblastes migrent 

radialement dans les différentes couches (jours 5-7) et se différencient en interneurones 

granulaires (95%) et périglomérulaires (environ 3%) qui seront matures après 15 à 30 

jours (Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002; Lazarini and Lledo, 2011) (Figure 7.B). Bien que 

des milliers de neurones soient générés tous les jours, seule une faible proportion 

d’entre eux s’intègre durablement dans le circuit neuronal préexistant. Il est ainsi estimé 
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que seulement 50% des cellules granulaires nouvellement formées survivent après 45 

jours (Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figure 7 : Neurogenèse olfactive : de la zone sous-ventriculaire au bulbe olfactif 

A. La production de nouveaux  neurones dans le bulbe olfactif se divise en quatre étapes : 1/ 

Multiplication : les cellules souches qui bordent le ventricule latéral génèrent des progéniteurs 

intermédiaires , 2/ Différenciation : les progéniteurs intermédiaires se différencient en neuroblastes, 3/ 

Migration : des chaînes de neuroblastes se forment et migrent le long du chemin de migration rostrale  

pour atteindre le bulbe olfactif, 4/ Intégration : les nouveaux neurones migrent dans le bulbe olfactif et 

se différencient en interneurones granulaires et périglomérulaires. Adapté de (Ming and Song, 2005). B. 

Principaux types cellulaires impliqués dans la  neurogenèse olfactive. 
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2.2.2 Diversité et régionalisation des neurones générés au niveau du bulbe olfactif 

 

Le bulbe olfactif est une structure hautement stratifiée dans laquelle les jeunes 

neurones migrent radialement au travers de la couche granulaire et de la couche 

périglomérulaire où ils se différencient en interneurones inhibiteurs locaux. Pour l’heure, 

10 types d’interneurones ont été décrits dans le bulbe olfactif à l’âge adulte selon leur 

morphologie, leur localisation et l’expression de marqueurs moléculaires (Merkle et al., 

2007; Merkle et al., 2014). La majeure partie des interneurones s’intègre dans la couche 

granulaire où ils forment des cellules granulaires (GC) superficielles et profondes, dont 

certaines expriment la Calretinin (CalR+ GC). Les interneurones restants migrent jusqu’à 

la couche glomérulaire et se différencient en interneurones périglomérulaires (PGC) de 

trois types selon le marqueur qu’ils expriment : Calbindin (CalB+ PGC), Calretinin (CalR+ 

PGC), et Tyrosine Hydroxylase (TH+ PGC) (Lim and Alvarez-Buylla, 2014) (Figure 8).  

 

De manière intéressante, les CSN adultes sont prédestinées à produire un type 

d’interneurones selon la localisation des cellules de la glie radiaire dont elles proviennent 

entre E11.5 et E15.5 (Merkle et al., 2007; Fuentealba et al., 2015). Ainsi, le type 

d’interneurone généré est le fruit d’une régionalisation des cellules souches le long de la 

ZSV adulte. Alors que les cellules souches de la partie dorsale donnent principalement 

des GC superficielles et des PGC TH+, celles de la partie ventrale produisent des GC 

profondes et des PGC CalB+. Les GC et PGC CalR+ sont quant à elles dérivées de la zone 

médiane de la ZSV (Merkle et al., 2007). Quatre nouveaux sous-types d’interneurones 

(types 1 à 4) récemment identifiés, et dont la fonction n’est pour l’heure pas connue, 

sont quant à eux générés depuis la partie antéro-ventrale de la ZSV (Merkle et al., 2014) 

(Figure 8). Cette spécificité spatiale et temporelle du potentiel de différenciation 

neuronale des cellules souches semble au moins en partie intrinsèque. En effet, lorsque 

des cellules souches sont prélevées à un endroit de la ZSV pour être greffées dans une 

zone différente (transplantations hétérotopiques), elles continuent à générer les dérivés 

caractéristiques de leur zone d’origine (Kelsch et al., 2007; Merkle et al., 2007). Ainsi, des 

CSN issues de la partie ventrale de la ZSV qui sont greffées dans la partie dorsale 

continuent de produire des PGC CalB+ mais pas de PGC TH+. 
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Figure 8 : Diversité des interneurones du bulbe olfactif et origine régionale 

Vue oblique du cerveau murin montrant les différentes régions de la ZSV adulte (indiquées en 

couleur) à l’origine des cellules périglomérulaires (PGC) et des cellules granulaires (GC) du bulbe 

olfactif tel qu’illustré dans la partie haute de la figure. Chaque région produit préférentiellement 

un type d’interneurone au niveau du bulbe olfactif qui peut être caractérisé par la localisation de 

son soma et de son arborisation dendritique, ainsi que par l’expression de marqueurs 

moléculaires. Les GC peuvent être sous-divisées en cellules profondes (deep GC) et superficielles 

(superficial GC), dont certaines expriment la Calretinin (CalR+ GC). Les cellules PGC sont 

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

Tyrosine hydroxylase (TH+ PGC). Quatre sous-types d’interneurones récemment identifiés (type 

1 à 4) dérivent de la partie antéro-ventrale de la ZSV. Figure de (Lim and Alvarez-Buylla, 2014).  

 
 
 
 
 

A 

P 
D 

V 



29 
 

2.2.3 Présence d’une neurogenèse sous-ventriculaire chez l’Homme 

 

On retrouve des cellules en prolifération dans la ZSV postnatale humaine qui 

présentent des caractéristiques souches de par leur capacité à s’auto-renouveler et à 

produire des astrocytes, des oligodendrocytes et des neurones ex vivo (Eriksson et al., 

1998; Sanai et al., 2004). Chez l’Homme, la ZSV présente une architecture cellulaire bien 

distincte puisque les CSN ne sont pas adjacentes à l’épendyme. En effet, elles forment un 

ruban astrocytaire séparé de la couche de cellules épendymaires bordant le ventricule 

par une zone dépourvue de cellules (Sanai et al., 2004; Quinones-Hinojosa et al., 2006). 

De plus, bien que des cellules souches persistent à l’âge adulte le long de la ZSV, le bulbe 

olfactif humain ne présente pas de neurogenèse significative à l’âge adulte (Sanai et al., 

2011; Bergmann et al., 2012). Alors que chez l’enfant âgé de moins de 18 mois, un 

chemin de migration rostral contenant de nombreux neurones immatures est visible 

entre la ZSV et le bulbe olfactif, cette neurogenèse diminue sensiblement durant 

l’enfance pour devenir quasi inexistante à l’âge adulte (Sanai et al., 2011; Wang et al., 

2011). La question se pose alors quant à la fonction de ces progéniteurs si la 

neurogenèse de la ZSV n’alimente pas le bulbe olfactif en neurones. Cette différence par 

rapport au modèle murin pourrait s’expliquer par un chemin de migration différent 

et/ou par l’absence de marqueurs spécifiques permettant de suivre le devenir des 

cellules souches dans le temps. Des études de datation au 14C ont récemment révélé que 

de nouveaux interneurones apparaissent chez l’Homme au niveau du striatum qui 

pourrait être alimenté par les CSN de la ZSV (Ernst et al., 2014). Cette hypothèse reste 

néanmoins controversée car un suivi de la migration des neuroblastes suggère l’absence 

de lien cellulaire entre la ZSV et la neurogenèse du striatum chez l’Homme (Wang et al., 

2014). 
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2.2.4 Organisation cellulaire de la niche sous-ventriculaire adulte chez la souris 

 

L’analyse par microscopie électronique de l’ultrastructure de la zone sous-

ventriculaire a permis de mettre en évidence la présence de 4 types cellulaires 

principaux : les cellules épendymaires (type E), les cellules de type astrocytaires (type B), 

les cellules progénitrices (type C) et les neuroblastes (type A) (Doetsch et al., 1997) 

(Figure 9.A).  

 

Chaque type cellulaire est identifié selon sa morphologie, sa localisation et l’expression 

de marqueurs spécifiques (Figure 9) : 

 

    - Les cellules épendymaires (type E) possèdent une grande surface apicale et forment 

la paroi du ventricule latéral séparant la ZSV de la lumière ventriculaire. Le battement 

des cils présents à leur surface assurent la circulation du liquide cérébrospinal 

(Sawamoto et al., 2006). On distingue deux sous-types de cellules épendymaires : les 

cellules de type E1 qui présentent 50 longs cils (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009), et 

les cellules de type E2 qui ne semblent contenir que deux longs cils (Mirzadeh et al., 

2008). Ces cellules ne prolifèrent pas en conditions physiologiques et expriment des 

marqueurs tels que le mCD24 (Calaora et al., 1996), le S100β (Didier et al., 1986), et la 

prominin1 ou CD133 (Weigmann et al., 1997).  

 

   - Les cellules de type astrocytaire (type B) regroupent les CSN à l’origine de la 

neurogenèse adulte (type B1) et les astrocytes « non souches » qui ne prolifèrent pas 

(type B2). Tout comme les cellules de la glie radiaire dont elles dérivent, les cellules de 

type B1 présentent une polarité apico-basale avec un cil primaire au niveau de la cavité 

ventriculaire et un long prolongement vers la surface piale au contact des vaisseaux 

sanguins (Mirzadeh et al., 2008). Les cellules de type B expriment une combinaison de 

marqueurs gliaux tels que la GFAP (glial fibrillary acidic protein), le transporteur de 

glutamate GLAST ou la BLBP (brain lipid-binding protein) (Hartfuss et al., 2001). Les 

cellules de type B2 de la ZSV se distinguent des cellules de type B1 par leur expression de 

la protéine S100β (Raponi et al., 2007). Ces dernières expriment quant à elles des 

marqueurs de progéniteurs neuraux tels que le filament intermédiaire Nestine (Doetsch 
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et al., 1997), le facteur de transcription Sox2 (Ellis 2004) ou le marqueur ciliaire 

prominin1 (ou CD133 chez l’humain) (Corti et al., 2007). Elles expriment également le 

carbohydrate extracellulaire Lewis X (LeX/CD15) à la différence des cellules de type B2 

(Capela and Temple, 2002), qui est toutefois aussi exprimé par les cellules de type C 

(Aguirre et al., 2004). Il est important de noter qu’aucun de ces marqueurs n’est 

spécifique des cellules de type B1, ce qui impose l’utilisation de plusieurs marqueurs 

moléculaires pour les identifier.  

 

   - Les cellules progénitrices à amplification transitoire (type C) sont des précurseurs 

immatures qui prolifèrent et qui sont présents le long de tout le ventricule latéral avec 

une morphologie sphérique. Les cellules de type C sont le plus souvent regroupées en 

amas à proximité des chaînes de neuroblastes (Doetsch et al., 1997). Elles expriment le 

filament intermédiaire Nestine (Doetsch et al., 1997), le facteur de transcription mash1 

(Aguirre et al., 2004; Parras et al., 2004), le carbohydrate extracellulaire Lewis X 

(LeX/CD15) (Aguirre et al., 2004) et le récepteur à l’EGF (Doetsch et al., 2002). 

 

   - Les neuroblastes (type A) s’organisent en chaînes dans la partie antérieure de la ZSV 

pour former le RMS et migrent vers le bulbe olfactif où ils se différencient 

essentiellement en interneurones inhibiteurs. Les neuroblastes ont la morphologie 

typique des cellules en migration avec un corps cellulaire allongé et de courts 

prolongements mais conservent un statut prolifératif actif. Ils expriment des marqueurs 

de différenciation neuronale tels que la βIII tubuline (Doetsch et al., 1997), la forme poly-

sialylée de la molécule d’adhésion cellulaire neurale PSA-NCAM (Doetsch et al., 1997) et 

la doublecortine (DCX) (Brown et al., 2003; Couillard-Despres et al., 2005). 

 

La filiation entre les principaux types cellulaires neurogéniques de la ZSV adulte a 

pu être établie en étudiant sa recolonisation après injection dans le ventricule latéral 

d’un agent anti-mitotique, l’Ara-C (cytosine D-β-arabinofuroside). Ce traitement élimine 

toutes les cellules en prolifération : seules les cellules épendymaires et une partie des 

cellules de type B survivent. Une étude de l’ultrastructure de la ZSV a montré qu’après 

l’arrêt du traitement Ara-C, les cellules de type B1 entrent en prolifération et assurent 

une reprise progressive de la neurogenèse en donnant naissance séquentiellement à des 



32 
 

progéniteurs intermédiaires (type C) puis à des neuroblastes (type A) (Doetsch et al., 

1999b). Ces données ont depuis été confirmées à l’aide de modèles murins 

transgéniques GLAST::CreERT2 et GFAP::GFP permettant de suivre in vivo le lignage 

cellulaire des CSN (Mori et al., 2006; Pastrana et al., 2009; Codega et al., 2014).  

 

L’identification de marqueurs cellulaires des cellules de type B1 a permis de 

confirmer leur rôle central dans la neurogenèse adulte. Pour cela, des souris 

génétiquement modifiées permettant le traçage conditionnel d’une population cellulaire 

précise ont été développées. Ainsi, le suivi du devenir des astrocytes souches au moyen 

de la lignée murine GLAST::CreERT2 en combinaison avec une lignée rapportrice R26R a 

montré que presque la moitié des interneurones présents dans les bulbes olfactifs 

exprimaient le gène rapporteur 4 mois après l’induction de la recombinaison à l’âge 

adulte, et provenait donc de ces astrocytes souches présents le long de la ZSV (Mori et 

al., 2006). Similairement, des cellules marquées dans un modèle Nestin::CreERT2 se 

retrouvent dans le RMS après 15 jours et s’intègrent dans les différentes couches du 

bulbe olfactif après 45 jours (Giachino and Taylor, 2009).  
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2.2.5 Une structure en rosace en contact avec le microenvironnement 

 

 Notre connaissance de l’architecture de la paroi du ventricule latéral est 

longtemps restée incomplète, en grande partie à cause de la difficulté à examiner 

l’organisation 3D d’un tissu par immunohistochimie. La mise au point de préparations en 

« wholemount » de la ZSV a révélé son organisation unique. Vue de face, le mur du 

ventricule est composé d’un tapis de cellules épendymaires multiciliées entre lesquelles 

s’intercalent le cil primaire des cellules de type B1. Cette disposition des cellules 

épendymaires autour des cellules de type B1 forme des motifs dits « en rosace » 

(Mirzadeh et al., 2008) (Figure 9.C). La distribution de ces rosaces, et des cellules de type 

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

CSN, avec parfois une dizaine de contacts apicaux de cellule de type B1 au niveau d’une 

même rosace (Mirzadeh et al., 2008) (Figure 9.B). Les régions antéro-ventrale et postéro-

dorsale regroupent ainsi la majeure partie des CSN et concentrent donc l’activité 

neurogénique de la ZSV (Mirzadeh et al., 2008). 

 

 

 L’architecture hautement spécialisée de la ZSV peut être divisée en 3 domaines 

selon la morphologie bipolaire des CSN adultes : (I) l’interface apicale/ventriculaire, (II) 

l’interface intermédiaire et (III) l’interface basale/vasculaire (Fuentealba et al., 2012) 

(Figure 9.C). Le domaine apical comprend le cil primaire des CSN qui est en contact direct 

avec le liquide céphalo-rachidien (LCR) sécrété par le plexus choroïde. Le LCR contient de 

nombreux facteurs solubles capables de modifier le comportement des CSN et des 

cellules de la progénie neurale (Lehtinen et al., 2011; Silva-Vargas et al., 2016). On trouve 

également un important réseau d’axones sérotoninergiques de neurones localisés dans 

les noyaux du raphé du tronc cérébral qui forme un véritable plexus à la surface du 

ventricule, en contact avec les cellules épendymaires et les CSN (Tong et al., 2014). Dans 

leur domaine intermédiaire, les CSN sont en contact avec les progéniteurs 

intermédiaires, les neuroblastes, et de nombreuses cellules de soutien. Du côté basal, les 

CSN établissent des contacts étroits avec le système vasculaire et répondent à des 

signaux sécrétés localement par les cellules endothéliales (Shen et al., 2004; Tavazoie et 

al., 2008), ce qui permet à des facteurs systémiques en provenance du système 

vasculaire de moduler le fonctionnement de la niche (Sawada et al., 2014). Ceci est 
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rendu possible par une perméabilité vasculaire spécifique au niveau de la ZSV. Les CSN 

sont en effet associées aux vaisseaux sanguins à des endroits où la barrière hémato-

encéphalique est particulièrement perméable en raison de l’absence de péricytes et de 

pieds astrocytaires (Tavazoie et al., 2008).  Les domaines intermédiaire et basal sont par 

ailleurs en contact avec des terminaisons dopaminergiques du mésencéphale (Kim et al., 

2010) et avec des neurones cholinergiques (Paez-Gonzalez et al., 2014), illustrant bien 

l’interconnexion entre la niche neurogénique et son microenvironnement.  
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Figure 9 : Organisation de la zone sous-ventriculaire chez la souris adulte  

A. Composition cellulaire de la ZSV adulte et marqueurs moléculaires associés. B. Densité des 

CSN adultes à travers la surface ventriculaire (rouge : forte densité, bleu : faible densité). Adapté 

de (Fiorelli et al., 2015). C. Les CSN (type B1) sont entourées par des cellules épendymaires 

multiciliées (type E), formant des structures dites « en rosace » sur la surface ventriculaire où un 

réseau dense d’axones sérotoninergiques est présent. Les CSN se différencient en progéniteurs 

nerveux (type C) qui se divisent et se différencient pour donner naissance aux neuroblastes (type 

A). La morphologie radiale des CSN leur permet de contacter à la fois le ventricule via un cil 

primaire ainsi que les vaisseaux sanguins et leurs cellules endothéliales (Endo) via un long 

prolongement basal. Des terminaisons dopaminergiques (Dat) et des neurones cholinergiques 

(ChAT) parcourent également la niche. Adapté de (Lim and Alvarez-Buylla, 2014). 
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2.3 Les CSN quiescentes, réservoir de la neurogenèse adulte 

2.3.1 Homéostasie tissulaire et quiescence 

 

Les cellules souches multipotentes adultes assurent l'homéostasie des tissus grâce 

à leurs propriétés d'auto-renouvellement et de différenciation. Elles se caractérisent 

également par leur capacité à maintenir un état de dormance non prolifératif, la 

quiescence, duquel les cellules peuvent sortir pour intégrer ou réintégrer le cycle 

cellulaire en présence de stimuli. La progression dans le cycle cellulaire repose sur 

l’action coordonnée de complexes protéiques constitués de cyclines et de leurs 

partenaires, les Cdk (cyclin-dependent protein kinases). L’action des complexes cycline-

Cdk est, entre autres, contrebalancée par les Cdki (cyclin-dependent kinase inhibitors) 

appartenant aux familles INK4 (p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c et p19INK4d) et Cip/Kip 

(p21cip1/waf1, p27Kip1 et p57kip2) (Figure 10). Elles peuvent de fait bloquer les cellules dans 

une des phases du cycle cellulaire et ainsi réguler l’entrée en quiescence en début de 

phase G1, sensible au microenvironnement (Cunningham and Roussel, 2001; Cheung and 

Rando, 2013). Le point de restriction de la phase G1 est particulièrement important 

puisqu’une fois dépassé, les cellules commencent irréversiblement un cycle cellulaire 

(Daignan-Fornier and Sagot, 2011). 

 

La quiescence est à distinguer de la senescence où les cellules se trouvent en état 

d’arrêt irréversible considéré comme un programme de protection contre toute capacité 

de prolifération illimitée (Campisi, 2013). Les cellules souches quiescentes seraient 

activées in vivo de manière occasionnelle pour permettre une prolifération et une 

différenciation afin de soutenir la production de cellules spécialisées, avant de retourner 

à leur état quiescent initial pour éviter un épuisement de leur stock au cours du temps et 

pour réduire la probabilité d’accumuler des mutations faces à des conditions du 

microenvironnement plus ou moins favorables (Mira et al., 2010; Cheung and Rando, 

2013; Kawaguchi et al., 2013).  
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Figure 10 : Progression dans le cycle cellulaire 

La progression dans les différentes phases du cycle cellulaire est régulée par l’expression de 

cyclines, de leurs co-activateurs (CDK) et des inhibiteurs des cdk appartenant aux familles INK4 

(p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c et p19INK4d) et Cip/Kip (p21cip1/waf1, p27Kip1 et p57kip2). Lorsqu’elles ne se 

divisent pas ou ont une très longue phase G1, les cellules sont dites en quiescence ou en phase 

G0. 

 

2.3.2 Identification de cellules souches quiescentes dans les tissus adultes 

 

L’existence de cellules souches quiescentes a d’abord été démontrée in vivo dans 

le système hématopoïétique. Lorsque des souris sont exposées à des agents anti-

mitotiques, l’hématopoïèse est momentanément altérée, suggérant l’existence de 

cellules résistantes se trouvant hors du cycle cellulaire et capables d’entrer en 

prolifération. Des expériences de transplantation en série de moelle osseuse montrent 

par ailleurs que ces cellules sont capables de s’autorenouveler sur le long terme et de 

produire des cellules progénitrices hautement prolifératives capables de reconstituer le 

système hématopoïétique (Cheng et al., 2000; Wilson et al., 2008). A l’inverse, 

l’utilisation de cellules souches hématopoïétiques provenant de souris déficientes pour 

p21cip1/waf1, dont les cellules souches ne peuvent pas rester en G0, a montré que la 

production à long terme des cellules sanguines était réduite (Cheng et al., 2000). Ce 
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résultat démontre que l’existence d’un état quiescent est nécessaire au maintien sur le 

long terme des cellules souches responsables de l’hématopoïèse et de manière plus 

générale à l’homéostasie tissulaire.  

 

L’identification et la localisation des cellules souches quiescentes dans de 

nombreux tissus des mammifères adultes ont par la suite été possibles grâce à leur 

capacité de rétention de divers analogues de nucléotides de l’ADN tel que le BrdU (5-

bromo-2-deoxyuridine). Ce dernier s’intègre dans l’ADN en phase de réplication et 

permet donc de marquer l’ensemble des cellules ayant traversé la phase S du cycle 

cellulaire. L’administration continue de BrdU suivie d’une période de chasse permet de 

discriminer les cellules actives en prolifération, qui perdent leur marquage par dilution 

au cours des divisions successives, des cellules dont le cycle cellulaire est plus lent et qui 

retiennent le marquage. Ces dernières sont appelées label-retaining cells ou LRC. Des 

cellules souches quiescentes ont ainsi été identifiées dans l’intestin (Buczacki et al., 

2013), la peau (Braun et al., 2003), le cerveau (Morshead et al., 1994) ou encore le 

muscle (Fukada et al., 2007). 

 

La découverte de la coexistence de CSN quiescentes et de CSN en prolifération au 

niveau de la ZSV et de la ZSG chez la souris adulte s’est faite grâce à l’étude de leur 

régénération après traitements anti-mitotiques ou après irradiation à des doses faibles à 

modérées (Morshead et al., 1994; Doetsch et al., 1999a; Tada et al., 1999; Lugert et al., 

2010; Daynac et al., 2013). La reprise de la neurogenèse est observée quelques jours 

après l’élimination des cellules en prolifération, suggérant l’existence d’une population 

souche résistante hors du cycle cellulaire. Ces CSN quiescentes représentent de fait un 

important réservoir potentiel de cellules neurales, comme les neurones mais aussi les 

oligodendrocytes tout au long de la vie.  
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3. Modulation des phases précoces de la neurogenèse adulte 

 

3.1 L’accident vasculaire cérébral ischémique 

 

L’accident vasculaire cérébral ischémique, ou infarctus cérébral, est lié à 

l’occlusion d’une artère cérébrale ayant pour conséquence de priver de sang une partie 

du cerveau. Les tissus en aval ne reçoivent alors plus d’oxygène, de glucose ou d’autres 

métabolites nécessaires à leur fonctionnement, entraînant une forte mort neuronale 

dans la région ischémiée. Après cette phase initiale de mortalité neuronale, on observe 

une forte augmentation de la prolifération et de la neurogenèse au niveau de la ZSV et 

de la ZSG chez le rongeur adulte (Liu et al., 1998; Jin et al., 2001; Zhang et al., 2001; 

Arvidsson et al., 2002; Nakatomi et al., 2002; Parent et al., 2002). Ainsi, une 

augmentation de la prolifération cellulaire est observée dans les deux zones 

neurogéniques à partir du 2ème jour, pour atteindre son maximum entre 1 et 2 semaines, 

et finalement revenir à son niveau basal après 3 à 5 semaines (Liu et al., 1998; Jin et al., 

2001). Les progéniteurs neuronaux nouvellement formés migrent ensuite vers les régions 

touchées où ils se différencient en neurones matures (Arvidsson et al., 2002; Tanaka et 

al., 2004). Il semble toutefois que la majorité de ces nouveaux neurones ne survivent pas 

à long terme et que le remplacement neuronal reste marginal. Il est ainsi estimé que 

seuls 0,2% des neurones perdus suite à un infarctus cérébral sont effectivement 

remplacés par des neuroblastes en provenance de la ZSV (Arvidsson et al., 2002). Cette 

stimulation de la neurogenèse endogène se retrouve également chez l’Homme suite à un 

infarctus cérébral avec une augmentation de la prolifération cellulaire à proximité des 

régions ischémiées et l’apparition de nouveaux neurones (Jin et al., 2006; Macas et al., 

2006). Ceci témoigne de la capacité du tissu cérébral à se régénérer en mobilisant des 

CSN et des progéniteurs endogènes à proximité des zones touchées, qui représentent de 

fait des cibles cellulaires de choix pour le développement de stratégies thérapeutiques 

pour la réparation neuronale.  
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3.2 Effet de l'exercice et de l'enrichissement de l’environnement 

 

L’enrichissement de l’environnement des animaux de laboratoire participe à la 

stimulation sociale (interactions avec des congénères), physique (cages plus grandes, 

présence de jouets et d’une roue) et sensorielle (bruits, odeurs) (pour revue voir 

(Clemenson et al., 2015)). De nombreuses études ont montré que l’environnement dans 

lequel évoluent les souris module la neurogenèse de la ZSV et de la ZSG (Corotto et al., 

1994; Kempermann et al., 1997; van Praag et al., 1999; Kempermann et al., 2002; 

Rochefort et al., 2002; Kronenberg et al., 2003). La production et la survie des nouveaux 

neurones dans les bulbes olfactifs dépendent du contexte sensoriel dans lequel évoluent 

les souris. La privation d'odeur unilatérale par la fermeture d’une narine chez la souris 

adulte conduit à une perte nette du nombre de neurones granulaires dans le bulbe 

olfactif ipsilatéral qui fait suite à une baisse de la prolifération cellulaire, d’une 

augmentation de la mort cellulaire et d’une survie neuronale moindre (Corotto et al., 

1994). A l’inverse, l'exposition à de nouvelles odeurs pendant 40 jours augmente le 

nombre de nouveaux neurones sans modifier la prolifération et améliore la mémoire 

olfactive des souris (Rochefort et al., 2002). L’activité physique régule quant à elle 

spécifiquement la neurogenèse hippocampique adulte et les capacités cognitives 

associées. Ainsi, l’exercice physique par ajout d’une roue dans les cages augmente la 

neurogenèse du GD qui se traduit par un meilleur apprentissage spatial dans le test 

Morris Water Maze (van Praag et al., 1999). Alors que l'activité physique joue un rôle 

direct dans la prolifération cellulaire, l’enrichissement environnemental influence 

positivement la survie neuronale (Kempermann et al., 1997; van Praag et al., 1999; 

Kempermann et al., 2002; Kronenberg et al., 2003). De manière intéressante, lorsque les 

souris utilisent une roue pendant 10 jours (augmentation de la prolifération) puis sont 

exposées à un environnement enrichi pendant 30 jours (pour favoriser la survie 

neuronale), on observe une augmentation de 30% du nombre de nouveaux neurones par 

rapport à chaque stimulus pris séparément (Fabel et al., 2009). 
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3.3 Reprise de la neurogenèse après un stress génotoxique 

 

Chez l’Homme, la radiothérapie est l’un des traitements principaux des tumeurs 

cérébrales et des cancers « tête et cou ». Elle consiste à cibler les masses tumorales à 

l’aide de radiations ionisantes afin de les détruire. Délivrées à fortes doses (>50 Gy), des 

altérations structurelles majeures et des troubles cognitifs apparaissent (Silber et al., 

1992; Roman and Sperduto, 1995; Surma-aho et al., 2001; Lawrence et al., 2010; 

Marazziti et al., 2012; Ricard et al., 2012). Afin de limiter ces effets secondaires, la 

radiothérapie est le plus souvent délivrée par doses fractionnées inférieures ou égales à 

2 Gy (Calabrese and Schlegel, 2009; Lawrence et al., 2010).  

 

Des déficits d’apprentissage et de mémoire olfactive et spatiale sont également 

observés chez des souris irradiées (Shukitt-Hale et al., 2000; Lazarini et al., 2009; Valley 

et al., 2009). Ces altérations cognitives sont, entre autres, le résultat de modifications 

radio-induites au sein des niches neurogéniques adultes de la ZSV et de l’hippocampe. 

Une apoptose massive dans ces dernières est observée entre 6 et 12h post-irradiation et 

la prolifération cellulaire est fortement réduite selon un effet dose aussi bien dans le GD 

(Parent et al., 1999; Tada et al., 2000; Mizumatsu et al., 2003) que dans la ZSV (Tada et 

al., 1999; Achanta et al., 2012; Daynac et al., 2013). A la différence des cellules en 

prolifération qui sont extrêmement radiosensibles, les CSN quiescentes de la ZSV adulte 

sont résistantes aux fortes doses (<15Gy) (Tada et al., 1999; Achanta et al., 2012; Daynac 

et al., 2013; Pineda et al., 2013). Toutefois, leur maintien ne permet pas une reprise 

systématique de la neurogenèse après irradiation et dépend de la dose reçue. Alors que 

la prolifération cellulaire dans la ZSV reprend quelques jours après une irradiation à 

doses modérées (<5 Gy) (Hopewell and Cavanagh, 1972; Tada et al., 1999; Daynac et al., 

2013), les CSN survivant à des doses de 10-15Gy perdent durablement leur capacité à 

produire de nouveaux neurones (Panagiotakos et al., 2007; Lazarini et al., 2009; Achanta 

et al., 2012).  

 

De manière générale, les effets de l’irradiation sur la neurogenèse adulte peuvent 

être classés selon deux plages de doses. Pour des doses faibles à modérées (inférieures à 

5Gy), on observe une mort de la quasi-totalité des cellules en prolifération, mais la 
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neurogenèse repart quelques jours après irradiation, permettant de repeupler 

rapidement les zones neurogéniques (Hopewell and Cavanagh, 1972; Tada et al., 1999; 

Daynac et al., 2013). Ainsi, l’irradiation à dose faible ou modérée peut être utilisée pour 

interrompre la neurogenèse de façon transitoire et permettre de construire un modèle 

pour étudier les mécanismes cellulaires sous-jacents de cette régénération. Pour 10Gy 

ou des doses excédant 10Gy, la neurogenèse est bloquée durablement et le 

repeuplement des zones neurogéniques n’est que partiel, voire inexistant (Tada et al., 

1999; Achanta et al., 2012). Il est alors possible d’étudier les effets d’une perte de la 

neurogenèse adulte au niveau comportemental (Santarelli et al., 2003; Lazarini et al., 

2009). Il est important de noter ici que la diminution de la neurogenèse à long terme 

après irradiation à fortes doses (5 à 10 Gy) ne semble pas être entièrement due à la 

diminution de la capacité intrinsèque de prolifération des CSN mais également à 

l’altération de leur microenvironnement (Pineda et al., 2013). On pourra citer en 

exemple l’expression du TGFβ1 par les cellules endothéliales dans le cerveau irradié. Le 

blocage in vivo de la voie TGFβ permet le rétablissement de la neurogenèse dans le 

cerveau murin irradié à 15Gy (Pineda et al., 2013). 
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3.4 Modulation pharmacologique de l’état dépressif 

 

La dépression et les troubles anxieux sont des problèmes de santé publique 

touchant 10 à 20% de la population mondiale (Wong and Licinio, 2001). Le délai 

d'apparition d'un effet clinique notable après la mise en place d’un traitement chronique 

avec des antidépresseurs prend habituellement 3 à 4 semaines chez l’Homme (Wong and 

Licinio, 2001). Ce délai d’action laisse penser que des changements neurochimiques et 

structuraux lents ont lieu dans les zones du système limbique qui jouent un rôle central 

dans la régulation des émotions, auquel appartient l’hippocampe et où le délai d’action 

des antidépresseurs pourrait refléter le temps de la maturation neuronale (Eisch and 

Petrik, 2012). Il a par ailleurs été montré que les personnes atteintes de dépression 

récurrente présentaient une réduction du volume de l’hippocampe (Campbell et al., 

2004; Videbech and Ravnkilde, 2004) et que cette réduction était elle-même corrélée à la 

durée de l’épisode dépressif (Sheline et al., 1996). Chez les primates non-humains, le 

stress, un facteur prédisposant à la dépression chez l'Homme, diminue la neurogenèse 

hippocampique, tandis que l’administration d’antidépresseurs rétablit son niveau (Czeh 

et al., 2001). Similairement, la prise d’antidépresseurs en traitement chronique stimule la 

neurogenèse hippocampique adulte chez le rongeur et le primate non-humain (Malberg 

et al., 2000; Manev et al., 2001; Santarelli et al., 2003; Perera et al., 2007). Devant ces 

éléments convergents, les équipes de recherche ont cherché à savoir si la modulation de 

la neurogenèse hippocampique était effectivement nécessaire à l'efficacité des 

antidépresseurs. Pour cela, des souris traitées par antidépresseurs ont été irradiées 

(dose cumulée de 15 Gy) de manière à bloquer la neurogenèse de l’hippocampe 

(Santarelli et al., 2003). Soumettant les souris à des tests comportementaux permettant 

de caractériser leur état dépressif, aucune amélioration comportementale n’est 

observée (Santarelli et al., 2003). Le blocage de la neurogenèse hippocampique 

supprimerait donc l'efficacité thérapeutique des antidépresseurs. Ceci illustre 

l’importance de bien comprendre les mécanismes sous-jacents au maintien d’une 

neurogenèse active tout au long de la vie. 
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3.5 Evolution avec l’âge des niches neurogéniques 

 

 Une diminution des capacités attentionnelles et de la vitesse de traitement de 

l’information, ainsi qu’une baisse de la mémoire et de la navigation spatiale sont 

observées chez les personnes âgées (Parasuraman and Giambra, 1991; Salthouse, 1996; 

Moffat et al., 2001; Toner et al., 2009). Le vieillissement est également un facteur de 

risque associé à plusieurs maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer 

ou de Hungtington qui se caractérisent par une forte mort neuronale et un déséquilibre 

de la neurogenèse au niveau des niches neurogéniques (Curtis et al., 2005; Ziabreva et 

al., 2006). Le tissu cérébral des personnes âgées (60-87 ans) garde toutefois la capacité 

de se régénérer suite à une lésion, par exemple suite à un infarctus cérébral (Macas et 

al., 2006).  

 

 Bien que la neurogenèse persiste à l’âge adulte au bord des ventricules latéraux 

et dans le GD de l’hippocampe, elle décline fortement avec le vieillissement en 

conditions physiologiques, impactant le renouvellement des neurones et les capacités de 

régénération des zones neurogéniques, entraînant une altération progressive des 

capacités cognitives et motrices. On pourra citer en exemple la détérioration de la 

capacité à discriminer deux odeurs très proches ainsi que la moins bonne mémoire et 

navigation spatiale chez les souris âgées (Enwere et al., 2004; Ming and Song, 2011). 

 

 La production de nouveaux neurones diminue dans le bulbe olfactif et la ZSG de 

l’hippocampe avec l’âge (Seki and Arai, 1995; Kuhn et al., 1996; Enwere et al., 2004; 

Bouab et al., 2011). Ce déclin de la neurogenèse est directement lié à une forte baisse du 

potentiel prolifératif (Kuhn et al., 1996; Tropepe et al., 1997; Enwere et al., 2004; Luo et 

al., 2006; Tanaka et al., 2007; Ben Abdallah et al., 2010), essentiellement due à la 

diminution du nombre de CSN/progéniteurs neuronaux (Enwere et al., 2004; Maslov et 

al., 2004; Luo et al., 2006; Olariu et al., 2007; Ahlenius et al., 2009; Bouab et al., 2011). 

Bien que des résultats contradictoires aient été rapportés, les études les plus récentes 

s’accordent sur le fait que la diminution de la neurogenèse de la ZSG et de la ZSV murine 

au cours du vieillissement proviendrait, non pas d’un épuisement du stock de cellules 

souches, mais essentiellement d’une altération de leur prolifération (Lugert et al., 2010; 
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Bouab et al., 2011; Piccin et al., 2014), entre autres liée à une altération du 

microenvironnement de la niche (Pineda et al., 2013). Par ailleurs, il semble que la 

capacité intrinsèque de prolifération et de différenciation des progéniteurs neuronaux 

ne soit pas altérée puisqu’ils conservent leur capacité à proliférer ex vivo, du moins 

jusqu’à l’âge moyen (Bouab et al., 2011), et qu’ils continuent à générer des neurones 

matures similairement au jeune adulte (McDonald and Wojtowicz, 2005; Rao et al., 2005; 

Ahlenius et al., 2009; Shook et al., 2012).  

 

 Avec le vieillissement, l’organisation structurale des niches neurogéniques 

change irrémédiablement. Au niveau de la ZSV, les ventricules latéraux se referment 

progressivement dans les parties ventrale et médiane, restreignant la région 

neurogénique à la région dorso-latérale du ventricule (Luo et al., 2006; Shook et al., 

2012). On y observe une diminution uniforme du nombre de structures en rosace au 

contact du ventricule (Shook et al., 2012). L’épendyme subit également des changements 

structuraux avec l’apparition d’astrocytes s’intercalant entre les cellules épendymaires 

(Luo et al., 2006; Luo et al., 2008) et une accumulation de gouttelettes lipidiques qui 

suggèrent des changements dans le métabolisme de la niche (Bouab et al., 2011; Capilla-

Gonzalez et al., 2014). Enfin, une analyse fine de la structure de la ZSV par microscopie 

électronique chez des souris âgées de 2 mois à 22 mois a montré son affinement 

progressif, en accord avec la diminution du nombre de progéniteurs neuronaux (Luo et 

al., 2006; Bouab et al., 2011) (Figure 11).  
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Figure 11 : Représentation schématique du vieillissement de la ZSV murine 

Bien que le nombre de cellules souches semble rester stable avec l’âge, elles perdent pour la 
plupart leur contact avec le ventricule et prolifèrent moins. En résulte une perte progressive des 
progéniteurs intermédiaires et la quasi disparition des chaînes de neuroblastes dans le chemin 
de migration rostrale (RMS). Adapté de (Capilla-Gonzalez et al., 2015). 
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De manière importante, la diminution de la neurogenèse adulte au cours du 

temps n’est pas définitive. Ainsi, lorsque des souris âgées sont placées dans un 

environnement enrichi à court terme (1 semaine) ou à long terme (10 mois), le nombre 

de neurones nouvellement produits dans la couche granulaire de l’hippocampe est 

significativement augmenté, tout comme la capacité d’apprentissage et l’activité 

locomotrice des souris (Kempermann et al., 2002; Jessberger and Gage, 2008). De 

manière similaire, l'exercice ou la restriction alimentaire entraînent une augmentation 

de la prolifération des progéniteurs neuronaux et plus généralement de la neurogenèse 

dans la ZSG chez des souris âgées (van Praag et al., 2005; Fontan-Lozano et al., 2007). 

Bien documentée pour la ZSG, l’influence de l’environnement sur la neurogenèse de la 

ZSV au cours du vieillissement reste à déterminer.  

 

La modification de l’architecture de la ZSV observée au cours du vieillissement 

suggère que la diminution de la neurogenèse peut être en partie attribuée à une 

modification du microenvironnement dans lequel évoluent les CSN et la progénie 

neurale. Le rôle joué par les facteurs circulants au cours du vieillissement a été mis en 

évidence à l’aide d’un système de parabiose hétérochronique qui consiste à relier en 

continu la circulation sanguine entre une jeune souris et une souris âgée. Il a ainsi été 

montré que l'exposition d'une vieille souris à un jeune environnement vasculaire rétabli 

la neurogenèse de la ZSV et de la ZSG à un niveau similaire au jeune adulte, et 

inversement (Villeda et al., 2011; Katsimpardi et al., 2014; Villeda et al., 2014). De plus, 

les fonctions cognitives associées sont améliorées avec une meilleure discrimination 

olfactive et une meilleure performance dans des tests de mémoire et d’apprentissage 

spatial (Katsimpardi et al., 2014; Villeda et al., 2014). De manière similaire, des 

expériences de co-cultures de cellules totales issues de la ZSV de souris jeunes et de 

souris âgées (18 à 22 mois) ont montré que le potentiel prolifératif de ces dernières 

revenait à des niveaux similaires à celui observé chez le jeune adulte (Piccin et al., 2014). 

Cet effet n’est pas retrouvé en présence de cellules issues de cultures de neurosphères 

établies, et donc de CSN et de progéniteurs intermédiaires, ou du striatum de jeunes 

souris, soulignant le rôle joué par les cellules non neurogéniques de la ZSV (Piccin et al., 

2014). Ces résultats montrent une régulation avec l’âge de facteurs sécrétés par le 

microenvironnement qui s’avèrent indispensables au maintien d’une neurogenèse 

adulte. 
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4. Régulation moléculaire de la neurogenèse adulte 

 

La découverte de la neurogenèse adulte et de la capacité des CSN à produire de 

nouveaux neurones fonctionnels capables de s’intégrer dans les réseaux neuronaux pré-

existants a fait naître beaucoup d’espoir pour leur utilisation à des fins thérapeutiques 

dans de nombreux troubles neurologiques et maladies neurodégénératives. Dans 

l’optique d’une stimulation in vivo des CSN endogènes, il est essentiel de comprendre les 

mécanismes qui régulent leur recrutement, leur prolifération ainsi que leur 

différenciation au sein des niches neurogéniques adultes. Dans un souci de synthèse, 

nous nous concentrerons par la suite sur les différents niveaux de régulation moléculaire 

de l’autorenouvellement et de la balance entre quiescence et prolifération des CSN en 

conditions physiologiques.  

 

4.1 Facteurs intrinsèques 

4.1.1 Contrôle du cycle cellulaire 

 

Les régulateurs du cycle cellulaire sont impliqués dans la régulation de la balance 

quiescence versus prolifération des CSN chez l’adulte (voir figure 10). Les souris 

déficientes pour p21cip1/waf1, une protéine inhibitrice des CDK régulant la transition de la 

phase G1 à la phase S du cycle cellulaire, présentent une prolifération plus élevée des 

CSN entraînant à long terme un épuisement prématuré de leur stock (Kippin et al., 2005). 

p21cip1/waf1 est donc essentiel pour maintenir les CSN adultes dans un état de quiescence 

indispensable au maintien d’une neurogenèse au cours du temps (Kippin et al., 2005). La 

progression en G1 est également contrôlée par d’autres membres de la famille Cip/kip, 

comme p27kip1 qui régule négativement la prolifération des progéniteurs neuronaux dans 

la ZSV et la ZSG adultes (Qiu et al., 2009). Une étude récente a par ailleurs montré que 

p27kip1 est surexprimé dans les CSN quiescentes de la ZSG et que son absence entraîne 

leur activation (Andreu et al., 2015). L’augmentation de l’expression de p16INK4a est quant 

à elle liée à une diminution de la prolifération des CSN (Molofsky et al., 2003) tandis que 

la répression de l’expression de p53 favorise leur prolifération et leur survie dans la ZSV 

(Gil-Perotin et al., 2006; Meletis et al., 2006). Par ailleurs, l'analyse du transcriptome de 
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CSN issues de souris déficientes pour p53 a permis d’identifier l’altération de plusieurs 

régulateurs du cycle cellulaire, notamment une diminution de l'expression de p21cip1/waf1 

et p27kip1 (Meletis et al., 2006). Les homologues de p53, p63 et p73, semblent également 

réguler la prolifération des CSN (Agostini et al., 2010; Talos et al., 2010; Cancino et al., 

2013). Enfin, le gène suppresseur de tumeur PTEN (phosphatase and tensin homolog) 

participe à la régulation du cycle cellulaire en empêchant les cellules de se diviser trop 

rapidement et de façon incontrôlée par son effet antagoniste sur la voie de signalisation 

PI3-kinase/Akt (Sun et al., 1999). Sa suppression augmente l’autorenouvellement et la 

prolifération des CSN de la ZSV et de la ZSG, ne pouvant plus inhiber leur transition de la 

phase G0 vers la phase G1 du cycle cellulaire (Groszer et al., 2001; Groszer et al., 2006; 

Gregorian et al., 2009; Amiri et al., 2012). 

 

On observe par ailleurs une dérégulation de la machinerie du cycle cellulaire au 

cours du vieillissement. Ainsi, l’expression des inhibiteurs des kinases du cycle cellulaire 

p16Ink4A et p19Arf, régulateurs clés du point de contrôle G1/S qui sont impliqués dans la 

senescence cellulaire (Kim and Sharpless, 2006), est augmentée dans la ZSV de souris 

âgées (Molofsky et al., 2003; Molofsky et al., 2006; Nishino et al., 2008). L’expression de 

ces 2 membres de la famille INK4 est réprimée par les modulateurs transcriptionnels 

Bmi1 et Hmga2. Bmi1 soutient la prolifération et l’autorenouvellement cellulaire en 

inhibant p16Ink4A et p19Arf
 (Molofsky et al., 2005). A l’inverse, les souris déficientes pour 

Bmi1 présentent une prolifération réduite au niveau de la ZSV (Molofsky et al., 2003; 

Molofsky et al., 2006). Hmga2 inhibe également p16Ink4A et p19Arf au cours du 

développement mais son expression diminue avec le vieillissement (Nishino et al., 2008).  

De manière intéressante, les cellules souches et progéniteurs neuronaux issus de souris 

âgées déficientes pour p16INK4 présentent des capacités d’autorenouvellement, de 

prolifération et de neurogenèse moins diminuées que celles de souris sauvages du même 

âge, spécifiquement au niveau de la ZSV (Molofsky et al., 2006). Enfin, les souris 

déficientes pour p21cip1/waf1présentent un épuisement prématuré du stock de CSN et un 

déclin prématuré de la neurogenèse au cours du temps (Kippin et al., 2005). 
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4.1.2 Régulateurs transcriptionnels 

 

L’expression de différents facteurs de transcription régule la balance entre 

autorenouvellement et différenciation des CSN adultes. La protéine Sox2 est un facteur 

de transcription exprimé dans les cellules souches et progéniteurs neuronaux 

indispensable au maintien d’une neurogenèse adulte (Graham et al., 2003). Sa 

suppression mène à une forte diminution de la prolifération dans la ZSV et la ZSG, et à 

une rapide perte des CSN (Ferri et al., 2004). Les membres de la famille de facteurs de 

transcription FoxO contrôlent de nombreux gènes régissant divers processus cellulaires 

tels que la prolifération, la mort cellulaire ou encore la différenciation (Greer and Brunet, 

2005). Après une phase initiale de prolifération accrue des CSN et progéniteurs 

neuronaux, les souris adultes déficientes pour FoxO1/3/4 présentent une baisse 

progressive du stock de cellules souches menant à une diminution de la neurogenèse 

dans la ZSV (Paik et al., 2009). De même, les souris FoxO3(-/-) adultes ont moins de CSN, 

avec en plus une capacité d’autorenouvellement diminuée (Renault et al., 2009). La 

famille FoxO joue donc un rôle clé dans la régulation de la balance quiescence versus 

prolifération et le contrôle de l’autorenouvellement des CSN. Le récepteur nucléaire 

tailless (TLX ou NR2E1) est exprimé par les CSN de la ZSG et de la ZSV adulte (Shi et al., 

2004). L'inactivation de TLX dans celles-ci conduit à l’arrêt de la prolifération et mène à 

une perte complète de la neurogenèse dans la ZSV (Sun et al., 2007; Liu et al., 2008). Le 

facteur de transcription nucléaire Gsx2 est exprimé dans les CSN activées et les cellules 

de type C de la région dorsale de la ZSV adulte. Des expériences de gain/perte de 

fonction ont montré que son expression facilite la transition des CSN de l’état quiescent 

à l’état prolifératif (Lopez-Juarez et al., 2013). Utilisant un modèle de culture cellulaire 

induisant la quiescence des CSN via l’ajout de BMP4, l’équipe de François Guillemot a 

récemment montré que le facteur de transcription NFIX est augmenté lorsque les 

cellules entrent en quiescence et participe à la mise en place du programme d'expression 

génique propre à l'état quiescent. In vivo, la mutation du gène résulte en une diminution 

de la fraction quiescente des CSN hippocampiques (Martynoga et al., 2013). 
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4.1.3 Modifications épigénétiques 

 

Les modifications épigénétiques sont des changements transmissibles et 

réversibles de l’expression des gènes sans modification de la séquence nucléotidique de 

l’ADN (Berger et al., 2009). L’état chromatinien peut être modifié par méthylation de 

l’ADN, par modification post-traductionnelle de protéines associées à l’ADN (histones) et 

par action de petits ARN non codants. Ces mécanismes épigénétiques peuvent participer 

au contrôle de la prolifération et de la différenciation des cellules souches dans le 

cerveau des mammifères adultes (pour revue, voir (Murao et al., 2016)). La modification 

des histones peut se faire selon deux mécanismes antagonistes : l’acétylation via les 

enzymes histone acétyltransférase (HAT), et la méthylation par les enzymes désacétylase 

(HDAC). Alors que les HAT facilitent l’accès de la machinerie de transcription à la 

chromatine en diminuant l’affinité des histones pour l’ADN, les HDAC ont un effet 

inverse en condensant la chromatine, inhibant ainsi la transcription (Hsieh and Gage, 

2004). Le récepteur nucléaire orphelin TLX, précédemment décrit comme jouant un rôle 

essentiel dans le maintien des CSN de la ZSV et de la ZSG adultes dans un stade 

indifférencié et prolifératif (Shi et al., 2004), recrute les enzymes désacétylase HDAC3 et 

HDAC5 sur les promoteurs des gènes p21cip1/waf1 et PTEN dont la transcription est alors 

réprimée, ce qui entraîne une diminution de la prolifération des CSN (Sun et al., 2007).  

 

De manière intéressante, TLX est engagé dans des boucles de rétrocontrôle avec 

des petits ARN non codant, les miR-9 et Let-7b, qui régulent la prolifération et la 

différenciation des CSN via la dégradation des ARNm de TLX (Zhao et al., 2009; Zhao et 

al., 2010). Ainsi, lorsque le miR-9 ou Let-7b est surexprimé dans les CSN adultes, on 

observe une diminution de la prolifération des cellules souches et une hausse de la 

différenciation neurale (Zhao et al., 2009; Zhao et al., 2010). L’activité de TLX est 

également modulée par le recrutement de l'histone désacétylase LSD1, dont l’expression 

régule par ailleurs positivement la prolifération des CSN (Sun et al., 2010). A l’inverse des 

miR-9 et Let-7b, la surexpression du miR-137 ou du miR-184 augmente la prolifération 

des CSN et réprime la différenciation neuronale (Liu et al., 2010; Szulwach et al., 2010). 

La modification des histones est par ailleurs contrôlée par les membres du groupe 

Trithorax Polycomb (PcG) (Ringrose and Paro, 2007; Gonzales-Roybal and Lim, 2013). La 
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perte de la protéine Bmi-1, membre du complexe PcG, entraîne chez les souris adultes 

un épuisement du stock de CSN (Molofsky et al., 2003). Bmi-1, régulant les inhibiteurs du 

cycle cellulaire p16ink4 et p19arf, contrôle les capacités de prolifération et 

d’autorenouvellement des CSN (Molofsky et al., 2003; Bruggeman et al., 2005).  

 

 

Le tableau 1 recense les principaux facteurs intrinsèques qui participent au maintien des 

CSN adultes au sein des niches neurogéniques en agissant sur leur autorenouvellement, 

la balance entre quiescence et activation et sur leur prolifération.  
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 Autorenouvellement 
Sortie de 

quiescence 
Prolifération Références 

Régulateurs du cycle cellulaire 

p16INK4a   - Molofsky et al., 2003 

p21cip1/waf1 + - - Kippin et al., 2005 

p27Kip1  -  Andreu et al., 2015 

p53   - 
Meletis et al., 2005 

Gil-Perotin et al., 2006 

p63   + Agostini et al., 2010 

p73 +  + 
Talos et al., 2010 

Cancino et al., 2013 

PTEN - - - 

Sun et al.,  1999 

Groszer et al., 2001 

Groszer et al., 2006 

Gregorian et al., 2009 

Amiri et al.,  2012 

Facteurs de transcription 

FoxO + - - 
Paik et al., 2009 

Renault et al., 2009 

Gsx2  +  Lopez_Juarez et al.,  2013 

NFIX  -  Martynoga et al., 2013 

Tlx   + 
Sun et al.,  2007 

Liu et al.,  2008 

Régulateurs épigénétiques 

Bmi-1 +  + Molofsky et al., 2003 

Let-7b   - Zhao et al., 2010 

miR-9   - Zhao et al., 2009 

miR-137   + Szuwach et al.,  2010 

miR-184   + Liu et al., 2010 

 
 

Tableau 1 : Facteurs intrinsèques modulant l’activité des CSN adultes 

Principaux régulateurs du cycle cellulaire, facteurs de transcription et régulateurs épigénétiques 

jouant un rôle dans le contrôle de l’autorenouvellement, de la transition quiescence-

prolifération et le maintien du statut prolifératif des cellules souches neurales dans les zones 

neurogéniques adultes. Cases vides : pas d’information. 
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4.2 Facteurs extrinsèques 

4.2.1 Régulation par les facteurs de croissance 

 

a. EGF et FGF-2 

 

L’epidermal growth factor (EGF) et le fibroblast growth factor (FGF-2) ont été les 

premiers facteurs de croissance identifiés comme favorisant la prolifération cellulaire des 

CSN et progéniteurs neuronaux in vitro pour former des neurosphères (Reynolds and 

Weiss, 1992). La signalisation de l’EGF passe par sa liaison sur le récepteur à activité 

tyrosine de l’EGF (EGFR). Ce dernier peut aussi être activé par le heparin-binging EGF-like 

growth factor (HB-EGF), le transforming growth factor alpha (TGF-α) ou encore 

l’amphiréguline (AR) (Riese and Stern, 1998). In vivo, l’administration par injection intra-

ventriculaire de l’EGF ou de TGF-α augmente la prolifération des cellules au niveau de la 

ZSV et de la ZSG adultes (Craig et al., 1996; Kuhn et al., 1997; Fallon et al., 2000; Doetsch 

et al., 2002). 

 

 Les CSN expriment les récepteurs au FGF-2 (FGF-1R et FGF-2R) aussi bien dans la 

ZSV que dans la ZSG (Zheng et al., 2004; Chadashvili and Peterson, 2006), et 

similairement à l’EGF, l’administration de FGF-2 augmente la prolifération des cellules au 

sein de la ZSV et la neurogenèse dans le bulbe olfactif (Kuhn et al., 1997). A l’inverse, 

l’invalidation du gène codant pour FGF-2 conduit à une réduction de moitié du nombre 

de progéniteurs en division au sein de la ZSV et une diminution du nombre de neurones 

qui s’intègrent dans le bulbe olfactif (Zheng et al., 2004). 

 

b. PEDF 

 

Le pigment epithelium growth factor (PEDF) est produit par les cellules 

endothéliales et épithéliales de la ZSV adulte (Ramirez-Castillejo et al., 2006). Son ajout 

en culture en présence d’agents mitogènes augmente de manière significative le nombre 

de neurosphères primaires et secondaires formées, indiquant un rôle dans 

l’autorenouvellement des CSN (Ramirez-Castillejo et al., 2006). In vivo, son 
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administration par injection intra-ventriculaire augmente en quelques jours le nombre 

de CSN en prolifération (Ramirez-Castillejo et al., 2006). De manière intéressante, le 

PEDF module la balance entre division symétrique et asymétrique en augmentant 

l’activité de la voie Notch dans les CSN via l’expression des répresseurs transcriptionnels 

Hes1 et Hes5, impliqués dans le maintien à l’état quiescent des CSN (Ishibashi et al., 

1994; Ohtsuka et al., 2001; Ramirez-Castillejo et al., 2006; Andreu-Agullo et al., 2009; 

Ables et al., 2011). 

 

c. VEGF-C 

 

Le vascular endothelial growth factor (VEGF) est un facteur de croissance qui 

stimule la prolifération cellulaire au niveau de la ZSG et la ZSV (Jin et al., 2002). Les CSN 

de la ZSV et la ZSG expriment à leur surface le récepteur VEGFR-3 et produisent elles-

mêmes son ligand, le VEGF-C. La stimulation des CSN par le VEGF-C mène à l’activation 

de ces cellules, c’est-à-dire à leur entrée en cycle cellulaire et à leur conversion en 

progéniteurs neuronaux, pour finalement produire de nouveaux neurones (Calvo et al., 

2011; Han et al., 2015). 

 

d. IGF-I/II 

 

Les facteurs de croissance insulin-like growth factor I/II (IGF-I et IGF-II) jouent tous 

les deux un rôle important dans la régulation de la prolifération cellulaire au sein des 

niches neurogéniques adultes. Alors que l’ajout d’IGF-I ex vivo et in vivo augmente la 

prolifération des progéniteurs neuronaux (Aberg et al., 2000; Aberg et al., 2003; Yuan et 

al., 2015), des études récentes ont révélé que l'IGF-II favorise l'expansion et 

l'autorenouvellement des CSN de la ZSV et de la ZSG (Bracko et al., 2012; Ziegler et al., 

2012). En effet, son ajout en culture augmente de manière significative le nombre de 

neurosphères formées issues de cellules de ZSV postnatales et améliore 

l’autorenouvellement des CSN (Ziegler et al., 2012). In vivo, l'IGF-II est libéré au niveau 

du plexus choroïde dans le LCR et se lie au cil primaire des CSN au niveau de la cavité 

ventriculaire (Lehtinen et al., 2011). Dans la ZSG, l’IGF-II est produit directement par les 
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CSN (production autocrine) (Bracko et al., 2012). Ces rôles spécifiques d’IGF-I et IGF-II 

semblent s’expliquer par la distribution de leur récepteur respectif au sein des niches 

neurogéniques : le récepteur à l’IGF-I, l’IGF-IR, est principalement présent sur les cellules 

progénitrices ; le récepteur à l’IGF-2, le récepteur à insuline, principalement sur les 

cellules souches (Ziegler et al., 2012; Ziegler et al., 2015).  

 

 

Au cours du vieillissement, les niveaux d’expression de l’EGFR et de son ligand 

physiologique, le TGF-α, sont réduits (Tropepe et al., 1997; Enwere et al., 2004). Le TGF-α 

est naturellement peu exprimé dans le modèle murin waved-1, où on observe une 

diminution de la neurogenèse au niveau de la ZSV et une perte de la discrimination 

olfactive fine similairement aux souris âgées (Enwere et al., 2004). Dans la niche du GD 

hippocampique, l’équipe de Geetha Shetty a également constaté une diminution des 

facteurs de croissance FGF-2, VEGF et IGF-I au cours du vieillissement (Shetty et al., 

2005). L’administration intra-cérébro-ventriculaire de FGF-2 et de HB-EGF chez des souris 

âgées (23-25mois) permet de restaurer des niveaux de prolifération similaires à ceux 

trouvés chez les jeunes adultes dans la ZSV et la ZSG (Jin et al., 2003). Le rétablissement 

de l’expression d’IGF-I à des niveaux ressemblant à ceux observés chez une jeune souris 

adulte augmente la neurogenèse de la ZSG (Lichtenwalner et al., 2001). Cette capacité à 

répondre à des facteurs exogènes suggère que, bien que la niche de la ZSV puisse être 

compromise au cours du vieillissement, les cellules souches et la progénie neurale 

conservent une capacité de prolifération intrinsèque. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

4.2.2 Modulation par les neurotransmetteurs 

 

a. Signaux GABAergiques 

 

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur 

inhibiteur du système nerveux adulte. Son action est possible via les récepteurs canaux 

ioniques GABAAR et GABACR, et le récepteur couplé aux protéines G, GABABR (Chebib 

and Johnston, 1999). Dans la ZSV adulte, le GABA sécrété par les neuroblastes active de 

manière tonique les récepteurs GABAAR exprimés par les cellules GFAP+, diminuant leur 

prolifération (Liu et al., 2005). L’ajout d’un antagoniste du GABAAR, la bicuculline, 

entraîne par ailleurs l’entrée en cycle des CSN quiescentes et augmente la prolifération 

au sein de la ZSV adulte (Fernando et al., 2011; Daynac et al., 2013). Ce mécanisme 

permettrait aux neuroblastes de la ZSV d’effectuer un rétrocontrôle négatif sur leur 

propre production en modulant la balance quiescence-prolifération des cellules souches 

dont ils proviennent. Les CSN de la ZSG adulte répondent également au GABA ambient 

produit par les interneurones parvalbumines via la sous-unité gamma 2 des récepteurs 

GABAAR (Song et al., 2012). Le blocage de la voie GABA par suppression conditionnelle de 

cette sous-unité entraîne une sortie rapide de quiescence des CSN augmentant alors leur 

nombre par divisions symétriques (Song et al., 2012). 

 

b. Signaux sérotoninergiques 

 

La sérotonine, également appelée 5-hydroxytryptamine (5-HT), est un 

neurotransmetteur produit par les neurones sérotoninergiques localisés dans les noyaux 

du raphé du tronc cérébral. Elle est délivrée par l’intermédiaire de leurs axones qui se 

projettent dans l’ensemble du système nerveux central. Chez le rat adulte, le blocage 

pharmacologique de la synthèse de la sérotonine au moyen de parachlorophenylalanine 

réduit la neurogenèse au niveau de la ZSV et de la ZSG (Brezun and Daszuta, 1999). A 

l’inverse, l’administration de sérotonine ou d’autres agonistes des récepteurs 5-HT1A et 

5-HT2C augmente la prolifération dans la ZSV in vivo, tandis que l’activation de 5-HT1B la 

réduit (Banasr et al., 2004). Des données récentes montrent par ailleurs que l’innervation 

sérotoninergique en provenance du raphé forme un réseau d’axones dense en contact 
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avec les cellules épendymaires et les cellules de type B1 au niveau de la surface apicale 

des ventricules latéraux (Tong et al., 2014). Enfin, l’injection intra-ventriculaire d'un 

agoniste du récepteur 5-HT2C chez des souris GFAP::GFP adultes a permis de montrer 

que l’augmentation de la prolifération observée au niveau de la ZSV est spécifiquement 

due à l’augmentation de la prolifération des CSN, dont le nombre reste inchangé (Tong 

et al., 2014). 

 

c. Régulation par les morphogènes 

 

Superfamille des TGFβ 

 

Les ligands de la famille du transforming growth factor β (TGFβ) sont impliqués 

dans de nombreux processus cellulaires dont la prolifération cellulaire, la différenciation 

et l’apoptose. Cette famille est composée des TGFβ, des activines et des bone 

morphogenic proteins (BMP) qui régulent, entre autres, la neurogenèse adulte (Kingsley, 

1994). Le TGFβ est présent sous trois formes - TGFβ1, 2 et 3 - et se lie sur les récepteurs 

TGFβRI et TGFβRII qui forment un hétérodimère présent sur les CSN et progéniteurs 

intermédiaires (Wachs et al., 2006; Pineda et al., 2013). In vitro, l’ajout de TGFβ1 sur des 

cultures de neurosphères issues de la ZSV et de la ZSG rallonge le cycle cellulaire et 

inhibe la prolifération (Buckwalter et al., 2006; Wachs et al., 2006; Pineda et al., 2013). In 

vivo, le TGFβ1 est un inhibiteur de la neurogenèse adulte (Buckwalter et al., 2006; Wachs 

et al., 2006).  

 

La voie de signalisation BMP est aussi active au niveau de la ZSV et de la ZSG chez 

la souris adulte. Dans la ZSV, les cellules de type B et C expriment BMP2 et BMP4, 

également produit par les cellules épendymaires et les cellules endothéliales, ainsi que 

les récepteurs associés BMPRIA/IB/II (Lim et al., 2000; Mathieu et al., 2008). Le rôle de la 

voie BMP dans la balance quiescence-prolifération des CSN au niveau de la ZSG a été mis 

en évidence grâce à un modèle de souris déficientes pour le récepteur BMPRIA, 

normalement porté par les CSN (Mira et al., 2010). En son absence, on observe une 

augmentation transitoire de la prolifération dans la ZSG, rapidement suivie d’une 

diminution du nombre de CSN (Mira et al., 2010). Similairement, le blocage in vivo de la 
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signalisation des BMP dans l'hippocampe par injection intracérébrale de l’antagoniste 

Noggin mène dans un premier temps au recrutement des CSN quiescentes qui entrent 

en cycle et à l’augmentation de la neurogenèse, puis à long terme à un épuisement 

progressif des précurseurs neuronaux (Bonaguidi et al., 2005; Mira et al., 2010). Enfin, 

l’ajout de BMP2/4 in vitro ou leur surexpression in vivo diminue drastiquement la 

prolifération des CSN et progéniteurs neuronaux et inhibe la neurogenèse dans les zones 

neurogéniques adultes (Lim et al., 2000; Bonaguidi et al., 2005; Mathieu et al., 2008). 

 

 

Shh 

 

Sonic hedgehog (shh) est un morphogène qui joue un rôle majeur dans la 

différenciation ventrale et l’orientation des cellules souches au cours de l’embryogenèse 

(Panchision and McKay, 2002). Sa voie de signalisation est également primordiale pour le 

maintien des CSN dans le cerveau adulte au niveau des zones neurogéniques. La 

transduction du signal passe par la liaison de shh sur le récepteur Patched permettant de 

lever l’inhibition qu’exerçait Patched sur Smoothemed (Smo), et ainsi permettre le 

passage du signal vers le noyau. Le blocage pharmacologique de Smo par la cyclopamine 

ou la suppression ciblée de son expression diminue la prolifération des cellules de la ZSV 

et de l’hippocampe in vivo, qui génèrent moins de neurosphères ex vivo (Machold et al., 

2003; Balordi and Fishell, 2007). De plus, on observe une perte des CSN quiescentes et 

des cellules de type C conduisant rapidement à la perte de la progénie neuronale 

(Balordi and Fishell, 2007). Par ailleurs, l’activation conditionnelle de la voie Shh via 

l’inactivation du récepteur Patched dans les CSN mène à une forte diminution de la 

neurogenèse liée au passage d’un mode de division asymétrique à symétrique entraînant 

un épuisement progressif de leur progénie directe (Ferent et al., 2014). Les astrocytes 

peuplant les niches de la ZSG et de la ZSV libèrent du shh dans le milieu ambiant qui 

stimule les CSN et leur entrée dans le cycle cellulaire (Jiao and Chen, 2008).  
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Notch 

 

Le récepteur Notch, une protéine transmembranaire dont la partie extracellulaire 

interagit avec des ligands présents à la surface de cellules voisines, permet de maintenir 

le stock de CSN dans les zones neurogéniques en régulant le cycle cellulaire pour 

contrôler la production de cellules filles. Notch1 ainsi que deux de ses ligands, les 

protéines Jagged1 (JAG1) et Dll1 (delta-like1) sont exprimés dans la ZSV adulte (Stump et 

al., 2002; Nyfeler et al., 2005). La liaison de ces ligands sur les récepteurs Notch induit le 

clivage protéolytique et la libération de son domaine intracellulaire qui subit une 

translocation vers le noyau. Il forme alors un complexe avec le régulateur 

transcriptionnel RBPJk et permet la transcription des gènes cibles, parmi lesquels hes1 et 

hes5 qui sont impliqués dans le maintien à l’état quiescent des cellules souches du 

cerveau des rongeurs adultes (Ishibashi et al., 1994; Ohtsuka et al., 2001; Ables et al., 

2011). Chez l’adulte, la voie de signalisation Notch est essentielle au maintien des CSN 

dans les niches neurogéniques. En effet, la surexpression de Notch1 au niveau de la ZSV 

postnatale diminue la prolifération cellulaire et fait entrer plus spécifiquement les CSN 

dans un état de quiescence empêchant leur différenciation (Chambers et al., 2001). A 

l’inverse, la suppression de Notch1 ou de RBPJk conduit à la différenciation neuronale de 

la majorité des CSN et à une hausse transitoire de la neurogenèse, ce qui entraîne la 

perte des CSN de la ZSV et la ZSG suite à une entrée en cycle des CSN quiescentes (Ables 

et al., 2010; Ehm et al., 2010; Imayoshi et al., 2010; Ottone et al., 2014). Similairement, le 

traitement de CSN dérivées de cellules souches embryonnaires humaines par un 

inhibiteur des gamma-sécrétases essentielles à la voie Notch, le DAPT, diminue les taux 

de CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) et SKP2 (S-phase kinase-associated protein 2), et 

augmente les niveaux de l’inhibiteur du cycle cellulaire p27kip1, ralentissant la progression 

en G1 (Borghese et al., 2010). 

 

Wnt/B-caténine 

 

Au cours du développement embryonnaire chez les mammifères, la voie Wnt/B-

caténine assure la mise en place de l’axe dorso-ventral du tube neural ainsi que la 

différenciation de la zone dorsale du télencéphale à l’origine du néocortex et de 

l’hippocampe (Lee and Jessell, 1999). Dans le cerveau adulte, le suivi de la voie Wnt/β-



61 
 

caténine à l’aide de souris Axin2-CreERT2 a permis de montrer que celle-ci est active 

dans les CSN de la ZSV et de la ZSG (Bowman et al., 2013) et qu’elle participe 

directement au maintien de leur autorenouvellement et de leur prolifération (Qu et al., 

2010). Ainsi, l’injection stéréotaxique intra-craniale d’un vecteur lentiviral portant le 

gène de l’axine, inhibiteur de la B-caténine, diminue la prolifération de la ZSV et de la 

ZSG (Qu et al., 2010). A l’inverse, l’activation de la voie Wnt/B-caténine in vivo par 

injection dans le ventricule de l’inhibiteur de GSK3β AR-A014418 augmente la 

prolifération des CSN et progéniteurs neuronaux et mène à une hausse de la 

neurogenèse (Azim et al., 2014). Similairement, la surexpression de la β-caténine in vivo 

entraîne une hausse du nombre de cellules de CSN le long des ventricules (Qu et al., 

2010), probablement en favorisant leur division symétrique (Piccin and Morshead, 2011). 

 

4.2.3 Modulation par la niche 

 

a. Matrice extracellulaire et fractones 

 

Les CSN et progéniteurs neuraux des zones neurogéniques adultes sont 

maintenus au sein d’une matrice extracellulaire (MEC) qui, en plus de son rôle de 

support, module directement le comportement cellulaire des CSN (Gattazzo et al., 2014). 

On trouve au sein de la ZSV des structures spécialisées de la MEC appelées fractones, 

principalement composées de protéoglycanes héparanes sulfates (HSPG) et de laminines 

(Mercier et al., 2002; Mercier, 2016). De manière intéressante, les CSN établissent un 

contact direct avec les fractones via leurs longs prolongements (Mercier et al., 2002). Par 

ailleurs, la grande majorité des CSN et des progéniteurs neuraux en prolifération se 

situent à proximité des fractones dans la ZSV adulte (Kerever et al., 2007). Une 

accumulation de preuves suggèrent que de nombreux facteurs impliqués dans la balance 

quiescence/prolifération des CSN, tels que les BMP4 et BMP7 ou le FGF2, sont captés par 

les HSPG des fractones (Kerever et al., 2007; Douet et al., 2012; Douet et al., 2013; 

Mercier and Douet, 2014). Injectant simultanément dans le ventricule latéral de FGF-2 et 

de l’héparitinase-1 afin de dégrader les chaînes héparane sulfate des HSPG, il a ainsi été 

montré que la prolifération cellulaire de la ZSV est diminuée par rapport à l’injection de 
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FGF-2 seul (Kerever et al., 2007; Douet et al., 2013). A l’inverse, l’inhibition de la 

prolifération cellulaire au niveau de la ZSV par la BMP7 est en partie levée après 

traitement à l’héparitinase-1 (Douet et al., 2012). Bien que ces études n’apportent pas 

de preuve directe de la modulation de la prolifération des CSN par les fractones, ces 

derniers jouent très certainement un rôle central en concentrant les facteurs de 

croissance libérés localement dans la niche (Mercier, 2016). 

 

b. Ephrine 

 

Les éphrines, ligands membranaires, participent au maintien des CSN dans les 

zones neurogéniques adultes en interagissant avec les récepteurs Eph. Dans la ZSG 

adulte, l’interaction entre les CSN/progéniteurs intermédiaires via leur récepteur EphB1 

et le ligand éphrine-B3 porté par les fibres moussues du hile inhibe leur prolifération 

(Chumley et al., 2007). Dans la ZSV adulte, le récepteur EphA4 est spécifiquement 

exprimé par les CSN. Son extinction au moyen d’un shRNA entraîne une diminution de 

leur prolifération et une augmentation de la différenciation (Khodosevich et al., 2011). 

Similairement, l'interaction entre le récepteur EphA7 porté par les CSN et le ligand 

ephrinA2 exprimé par les cellules progénitrices maintient l’intégrité de la niche en 

régulant la prolifération des cellules souches et progéniteurs neuronaux (Holmberg et al., 

2005). Par ailleurs, l’injection intra-ventriculaire de l’ectodomaine de EphB2 et de Ephrin-

B2 augmente la prolifération cellulaire de la ZSV et multiplie par 8 le nombre de CSN 

(Conover et al., 2000). L’équipe de Simona Parrinello a récemment montré que le contact 

avec les cellules endothéliales vasculaires maintient les CSN dans un état de quiescence 

au niveau de la ZSV, mécanisme en partie médié par la signalisation eph/ephrinB2. La 

suppression de Ephrin-B2 sélectivement dans l’endothélium adulte ne modifie pas le 

nombre absolu de CSN mais augmente significativement la proportion en prolifération, 

ce qui mène à une augmentation rapide de la production de neurones, suivie d'un 

épuisement rapide de la population des CSN quiescentes et leur descendance immédiate 

(Ottone et al., 2014). 
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c. Cadhérine 

 

Les cadhérines, une classe de glycoprotéines, sont exprimées à la surface des 

cellules et jouent un rôle important dans l'adhésion cellulaire via la formation de 

jonctions adhérentes ou de desmosomes qui constituent des jonctions d'ancrage entre 

cellules adjacentes (Takeichi, 1995). Dans cette superfamille, la E-cadhérine et la N-

cadhérine sont toutes deux exprimées par les cellules épendymaires et les CSN dans la 

ZSV adulte, et modulent directement la quiescence de ces dernières (Karpowicz et al., 

2009; Porlan et al., 2014). En effet, la suppression conditionnelle de la E-cadhérine 

augmente la prolifération des progéniteurs neuronaux et entraîne des défauts dans 

l’autorenouvellement des CSN in vitro et in vivo (Karpowicz et al., 2009). La N-cadhérine 

assure quant à elle l’adhésion des CSN aux cellules épendymaires dans la ZSV adulte 

(Porlan et al., 2014). La perturbation de la N-cadhérine in vivo, via le clivage de son 

ectodomaine par la métalloprotéase MT5-MMP,  se traduit par un nombre plus élevé de 

CSN en prolifération, ce qui suggère que l’adhésion des CSN au sein de leur niche régule 

directement leur quiescence (Porlan et al., 2014). 

 

 

Le tableau 2 recense les principaux facteurs extrinsèques qui participent au maintien des 

CSN adultes au sein des niches neurogéniques en agissant sur leur autorenouvellement, 

la balance entre quiescence et activation et sur leur prolifération. 
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 Autorenouvellement 
Sortie de 

quiescence 
Prolifération Références 

Facteurs de croissance 

PEDF + +  
Ramirez-Castillejo et al, 2006 

Andreu-Agulló et al, 2009 

EGF   + 

Reynold and Weiss 1992 

Craig et al., 1996 

Kuhn et al., 1997 

Doetsch et al., 2002 

IGF-II +  + 
Ziegler et al., 2012 

Bracko et al., 2012 

FGF-2   + Kuhn et al., 1997 

VEGF  + + 
Calvo et al., 2011 

Han et al., 2015 

Neurotransmetteurs 

GABA - - - 
Liu et al., 2005 

Fernando et al., 2011 

Song et al., 2012 

Sérotonine   - Tong et al.,  2014a 

Morphogènes 

BMP  - - 

Lim et al., 2002 

Bonaguidi et al., 2005 

Mathieu et al., 2008 

Mira et al., 2010 

Notch + -  

Chambers et al., 2001 

Ables et al., 2010 

Ehm et al., 2010 

Imayoshi et al., 2010 

Ottone et al., 2014 

Shh + + + 
Machold et al., 2003 

Malodi and Fishell 2007 

Jiao and Chen 2008 

Wnt/B-caténine + - + 
Qu et al.,  2010 

Piccin et al., 2011 

Azim et al., 2014 

Interactions cellulaires 

Ephrine A2   - Holmberg et al., 2005 

Ephrine B2 + - + 
Conover et al., 2010 

Ottone et al., 2014 

Cadhérine E +   Karpowicz et al., 2009 

Cadhérine N  - - Porlan et al., 2014 

 

Tableau 2 : Facteurs extrinsèques modulant l’activité des CSN adultes 

De nombreux facteurs solubles produits au niveau des niches neurogéniques – facteurs de 

croissance, neurotransmetteurs, morphogènes - jouent un rôle dans le contrôle de 

l’autorenouvellement, de la transition quiescence-prolifération et le maintien du statut 

prolifératif des cellules souches neurales des zones neurogéniques adultes, tout comme les 

interactions cellulaires. Cases vides : pas d’information. 
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OBJECTIFS 

 

La découverte de la persistance des CSN dans le cerveau adulte, capables de 

produire de nouveaux neurones venant s’intégrer dans les réseaux neuronaux pré-

existants, a soulevé un intérêt particulier quant à leur utilisation comme cibles 

thérapeutiques potentielles dans le cadre de différentes atteintes cérébrales telles que 

l’ischémie cérébrale ou les maladies neurodégénératives. L’existence de CSN sous-

jacentes du maintien d’une neurogenèse adulte a depuis été démontrée dans une 

grande variété d’espèces parmi lesquelles les rongeurs (Reynolds and Weiss, 1992), les 

oiseaux (Goldman and Nottebohm, 1983), les primates non humains (Gould et al., 1999; 

Kornack and Rakic, 1999), et l’Homme (Eriksson et al., 1998; Kukekov et al., 1999; Palmer 

et al., 2001; Sanai et al., 2004). De manière remarquable, les CSN conservent leurs 

capacités à proliférer et à se différencier dans le lignage neural, y compris chez les 

personnes très âgées (>80 ans) et atteintes de maladies (Leonard et al., 2009; van den 

Berge et al., 2010). L’intérêt thérapeutique d’un ciblage des CSN endogènes est par 

ailleurs renforcé par leur capacité à donner également naissance aux deux autres types 

cellulaires du cerveau adulte, les astrocytes et les oligodendrocytes (Kriegstein and 

Alvarez-Buylla, 2009).  

 

Dans le cadre d’une stimulation in vivo des CSN endogènes dans l’optique d’une 

stratégie thérapeutique régénérative des tissus cérébraux lésés, il est essentiel de 

comprendre les mécanismes qui régulent leur prolifération au sein des niches 

neurogéniques adultes. Pour cela, nous nous sommes appuyés sur l’étude de la 

neurogenèse dans la ZSV de la souris adulte. Mon projet de thèse s’est orienté vers deux 

objectifs principaux : 

 
 

1/ L’étude du déclin de la neurogenèse bulbaire au cours du vieillissement chez la 

souris adulte et des mécanismes sous-jacents.  

 

Bien que la neurogenèse persiste tout au long de la vie, la production de nouveaux 

neurones diminue fortement avec l’âge au niveau de la ZSV où une réduction progressive 

du nombre de cellules en prolifération, et plus spécifiquement des progéniteurs 
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neuronaux, est observée (Tropepe et al., 1997; Enwere et al., 2004; Bouab et al., 2011). 

L’étude du vieillissement de la ZSV adulte constitue en ce sens un bon modèle pour 

disséquer les facteurs intrinsèques et extrinsèques aux CSN et à leur progénie neurale 

qui sont essentiels au maintien d’une neurogenèse adulte. A l’aide d’une méthode de tri 

cellulaire par cytométrie en flux mise au point au sein du laboratoire qui permet 

d’identifier et de trier spécifiquement les CSN et leur progénie de la ZSV adulte (voir 

l’article 1), nous avons cherché à identifier les stades cellulaires impliqués dans la 

diminution de la neurogenèse au cours du vieillissement et à caractériser les mécanismes 

moléculaires associés (voir les articles 2 et 3). 

 
 

2/ La caractérisation de l’état de quiescence des CSN dans la ZSV murine adulte.  

 

En plus de leurs propriétés d'autorenouvellement et de différenciation dans différents 

lignages, les cellules souches se caractérisent par leur capacité à maintenir un état 

quiescent qui coexiste au sein des niches avec un état hautement prolifératif. Bien que 

l’existence des CSN quiescentes au sein de la ZSV dans le cerveau adulte ait été 

démontrée depuis de nombreuses années (Morshead et al., 1994; Doetsch et al., 1999a), 

leurs caractéristiques cellulaires in vivo sont peu connues. Par ailleurs, les signaux 

moléculaires qui régulent cet état quiescent en conditions physiologiques sont très 

largement ignorés. A l’aide de notre stratégie de tri cellulaire permettant d’isoler 

spécifiquement les CSN quiescentes des CSN en prolifération (voir l’article 1), nous avons 

cherché à caractériser leur caractère souche ainsi que les mécanismes moléculaires 

associés à la balance quiescence-prolifération des CSN à l’aide d’une étude comparative 

de leur transcriptome (voir l’article 4).  
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Cell sorting of neural stem and progenitor cells from the 

adult mouse subventricular zone and live-imaging of their 

cell cycle dynamics 

 

Mathieu Daynac*, Lise Morizur*, Thierry Kortulewski, Laurent R. Gauthier, Martial Ruat, 

Marc-André Mouthon, François D. Boussin 
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Résumé de l’article 1 

 

La découverte des CSN adultes et de leurs propriétés d’autorenouvellement et de 

différenciation a soulevé un grand intérêt comme possible outil pour la médecine 

réparatrice du cerveau. Cependant, une meilleure connaissance de leur dynamique 

cellulaire, de leurs mécanismes moléculaires et plus généralement de leur identité 

souche est indispensable. Les progrès dans ce domaine ont longtemps été freinés par la 

complexité des niches neurogéniques et la rareté des CSN. Des approches in vivo au 

niveau des ventricules ont fourni des données sur les CSN et leur environnement 

immédiat mais sont extrêmement lourdes à mettre en place. Des expériences in vitro de 

culture en neurosphères ou en adhésion permettent de travailler avec un plus grand 

nombre de cellules mais perdent la spécificité de la niche, en plus de poser des 

problèmes de méthodologie (Pastrana et al., 2011). Ainsi, la mise au point de techniques 

de purification robustes des CSN et des cellules de la progénie neurale par cytométrie en 

flux constitue une étape importante pour mieux comprendre leur régulation 

fonctionnelle et moléculaire.  

 

En raison de l'absence de marqueurs de surface uniques, les CSN ont pendant 

longtemps été étudiées et identifiées à postériori sur leur capacité à générer des 

neurosphères multipotentes ex vivo. Utilisant des souris transgéniques exprimant la GFP 

sous le contrôle du promoteur de la nestine, une première équipe a purifié la fraction 

cellulaire nestine-GFP+ et montré qu’elle concentrait les cellules capables de former des 

neurosphères et de se différencier dans les trois lignages (Kawaguchi et al., 2001). 

L’équipe de Perry Bartlett a ensuite identifié une population PNAfaibleHSA/CD24faible au 

sein de laquelle 63% des cellules initiaient des neurophères (Rietze et al., 2001). Le 

marqueur membranaire LeX/CD15 a également été utilisé pour trier une population 

enrichie en CSN à partir de la ZSV (Capela and Temple, 2002). Partant de l’observation 

que les CSN pouvaient être identifiées in vitro par leur capacité à former des 

neurosphères en présence d’EGF, l’équipe d’Andrea Hellwig a par la suite trié les cellules 

EGFRfort et montré qu’elles concentraient effectivement une grande majorité des cellules 

formant des neurosphères (Ciccolini et al., 2005).  Une autre stratégie a associé le suivi 

de l’expression de la GFAP à celui de la prominine 1 (ou CD133), une glycoprotéine 
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transmembranaire exprimée par les cellules épendymaires et sur le cil primaire de 

certaines cellules de types B1 (Beckervordersandforth et al., 2010). Les CSN (hGFAP-

GFP+/Prominin1+) ont ainsi pu être séparées des astrocytes non souches (GFAP-

GFP+/Prominin1-) et des cellules épendymaires (GFAP-GFP-/Prominin1+) 

(Beckervordersandforth et al., 2010). Bien que ces études aient constitué une avancée 

majeure pour l’étude des CSN, elles ne permettent toutefois pas de purifier l’ensemble 

des cellules de la progénie neurale. Plus récemment, l’équipe de Fiona Doetsch a couplé 

le suivi de l’expression de la GFAP, du CD24 et d’un ligand fluorescent du récepteur à 

l’EGF afin de purifier spécifiquement les CSN (GFAP-GFP+EGFR+CD24-) des progéniteurs 

intermédiaires (GFAP-GFP-EGFR+CD24-) ainsi que des neuroblastes (GFAP-GFP-EGFR-

CD24+) (Pastrana et al., 2009). L’un des défis actuels reste la distinction entre les CSN 

quiescentes et les CSN activées.  

 

Dans ce premier article de méthodologie, nous détaillons la technique de tri 

cellulaire par cytométrie en flux mise au point au sein du laboratoire qui permet de 

purifier les principales populations cellulaires de la ZSV, dont les CSN quiescentes et 

activées (Daynac et al., 2013). Cette approche est à l’heure actuelle la seule qui ne 

requiert pas l’utilisation de souris transgéniques. 

 

Les différents types cellulaires sont identifiés selon l’expression de trois 

marqueurs membranaires : le CD15/LeX exprimé par les CSN et les progéniteurs 

intermédiaires, le CD24 exprimé par les neuroblastes et par les cellules épendymaires, et 

le ligand du récepteur de l’EGF présent sur les cellules en prolifération. Cette stratégie 

nous permet d’isoler simultanément les 5 populations neurogéniques de la ZSV chez la 

souris adulte : 

 

- les CSN quiescentes (CD24-LeXfortEGFR-) 

- les CSN activées (CD24-LeX+EGFR+) 

- les progéniteurs intermédiaires (CD24-LeX-EGFR+) 

- les neuroblastes immatures (CD24intermédiaireLeX-EGFR+) 

- les neuroblastes (CD24intermédiaireLeX-EGFR-) 
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Nous montrons que cette stratégie de purification peut être couplée au système 

FUCCI (Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle Indicator) permettant de visualiser de 

manière précise la position des cellules dans le cycle cellulaire (Sakaue-Sawano et al., 

2008). Par exemple, la progression des cellules en phase G1 peut être suivie à l’aide de 

souris FUCCI-Rouge grâce à l’émission d’une fluorescence rouge par vidéo-microscopie 

(Sakaue-Sawano et al., 2008). Dans ce système, les cellules FUCCI-Rougenégatif 

correspondent aux cellules en phases S-G2/M, les cellules FUCCI-Rougefaible sont en phase 

G1 et les cellules FUCCI-Rougefort sont en train de sortir ou sont hors du cycle cellulaire 

(voir la Figure 2 du papier ci-après). Il est alors possible d’étudier la dynamique du cycle 

cellulaire cellule par cellule.  

 

La combinaison de notre technique de tri et de la technologie FUCCI est un outil 

puissant pour mieux comprendre la régulation du cycle cellulaire des CSN et de leur 

progénie neurale, qui reste à l’heure actuel un défi majeur pour le développement de 

nouvelles approches thérapeutiques dans le contexte du vieillissement ou d’atteintes 

cérébrales.  
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Abstract

Neural stem cells (NSCs) in the subventricular zone of the lateral ventricles (SVZ) sustain olfactory neurogenesis throughout life in the
mammalian brain. They successively generate transit amplifying cells (TACs) and neuroblasts that differentiate into neurons once they integrate
the olfactory bulbs. Emerging fluorescent activated cell sorting (FACS) techniques have allowed the isolation of NSCs as well as their progeny
and have started to shed light on gene regulatory networks in adult neurogenic niches. We report here a cell sorting technique that allows to
follow and distinguish the cell cycle dynamics of the above-mentioned cell populations from the adult SVZ with a LeX/EGFR/CD24 triple staining.
Isolated cells are then plated as adherent cells to explore in details their cell cycle progression by time-lapse video microscopy. To this end, we
use transgenic Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle Indicator (FUCCI) mice in which cells are red-fluorescent during G1 phase due to a G1
specific red-Cdt1 reporter. This method has recently revealed that proliferating NSCs progressively lengthen their G1 phase during aging, leading
to neurogenesis impairment. This method is easily transposable to other systems and could be of great interest for the study of the cell cycle
dynamics of brain cells in the context of brain pathologies.

Video Link

The video component of this article can be found at http://www.jove.com/video/53247/

Introduction

Quiescent neural stem cells (NSCs) are the source for adult neurogenesis1 and can convert into their proliferative “activated” form expressing the
EGFR (aNSCs) 2. Once activated, they give rise to transit amplifying cells (TACs) 3 and then neuroblasts that migrate to the olfactory bulbs (OB)
through a tube of astrocytes and finally differentiate into neurons4,5. NSCs and their progeny are organized in specialized “niches” architectures
along the lateral ventricles, implicating a myriad of factors controlling their proliferation6. The isolation and purification of SVZ neurogenic cells
is necessary to illuminate the complex molecular regulation of their proliferation but have remained a challenge for a long time due to the lack of
specific markers and adapted techniques.

New approaches using flow cytometry have rendered possible the isolation of NSCs and their progeny from the adult SVZ2,7-11. Using the stem
cell marker LeX12 along with neuroblast marker CD2413 and a fluorescence EGF to label EGFR on proliferating cells2, we recently developed a
FACS strategy allowing the purification of five of the main SVZ neurogenic populations: quiescent and activated NSCs, TACs, immature as well
as migrating neuroblasts9. Here, we describe in details this cell sorting technique and how a LeX/EGFR/CD24 triple staining allowed for the first
time the isolation of both quiescent and activated NSCs.

Although neurogenesis persists during adulthood, the production of new neurons is drastically decreased in the aging brain14. Most studies agree
on a progressive reduction in the number of proliferating progenitor cells in the SGZ and SVZ15-20. The consequences are not innocuous as the
age-related decline in neurogenesis in the SVZ provokes a diminution of newborn neurons in the olfactory bulbs of the aged brain, ultimately
leading to impairment in olfactory discrimination in aged mice18. Elucidating cell cycle kinetics of neural progenitors is a key step to understand
the mechanisms underlying the evolution of adult neurogenesis during aging. Recent studies have investigated the cell cycle and lineage
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progression of adult neural stem cells in vitro21 and in vivo22 but none of them took advantage of cell sorting techniques and genetically encoded
fluorescent cell-cycle probes to visualize the cell-cycle phases of isolated cells at a single-cell level.

Here we describe a protocol that takes advantage of the transgenic FUCCI mice in which cells are fluorescent during their cell cycle, allowing the
distinction between G1 and S-G2/M phases23. This protocol shows how prospective isolation of NSCs and their progeny from adult FUCCI mice
combined with time-lapse video microscopy allows the study of the cell cycle dynamics at a single-cell level.

Protocol

This protocol has been designed in compliance with the European Communities Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC) and has
been approved by our animal welfare institutional committee (CETEA-CEA DSV IdF).

1. Basic Setup Prior to Culture and Videomicroscopy

1. Use glass bottom culture plates or µ-Plates for confocal video microscopy. For 1 - 5 x 103 cells/well, use 96-well plates and 24-well plates for
more than 5 x 103 cells/well.

2. At least one day prior to commencing the experiment, prepare sterile Poly-D-lysine (PDL) coated plates for adherent monolayer cultures. Add
enough PDL (10 µg/ml in dH2O) to coat the bottom of each well and incubate O/N at 37 °C. Remove the PDL solution and rinse three times
with dH2O before allowing the plate to dry in the hood during at least 2 hr under a laminar flow. If not used immediately, store the coated plate
at -20 °C.

3. Prepare culture medium by mixing NSC Basal Medium and NSC Proliferation Supplement at a 9:1 ratio (see Material table) along with 2 µg/
ml heparin, 20 ng/ml purified human recombinant epidermal growth factor (EGF), and 10 ng/ml human recombinant fibroblast growth factor 2
(FGF-2). Warm up the culture medium to 37 °C in a water bath before use.

4. For the SVZ dissociation, prepare papain solution: 1 mg/ml papain (15 UI/ml) in Earl’s Balance Salt Solution (EBSS) containing 0.2 mg/ml L-
cysteine, 0.2 mg/ml EDTA, and 0.01 mg/ml DNase I in PBS. Sterilize the solution by passing through a 0.2 µm filter. Equilibrate the solution at
37 °C before use.

5. To stop the enzymatic reaction, prepare a protease inhibitor solution (Ovomucoid): DMEM:F12 medium containing 0.7 mg/ml trypsin inhibitor
type II. Filter the solution using a 0.2 µm filter.

6. Prepare PBS 0.6% glucose solution to collect the brains and PBS 0.15% BSA solution for washing steps and for antibody staining.
7. Prepare dissection tools: scissors, dissecting and tying forceps, scalpel. Soak them in 70% ethanol.

2. Harvesting of Adult Mouse Brains and SVZ Microdissections

1. Sacrifice adult FUCCI mice23 (2 to 3-month-old and/or 12-month-old for aging studies) performing a cervical dislocation in accordance to the
appropriate institutional guidelines.

2. Spray the mouse using 70% ethanol and cut the head off using sharp scissors.
3. Make an incision along the scalp to reveal the skull.
4. Perform a longitudinal midline cut starting at the base of the skull towards the olfactory bulbs using a small pair of scissors. Make sure to

avoid damaging the underlying brain with the scissor blades. Remove the upper open part of the skull with curved forceps to expose the
brain.

5. Collect the brain in a 15 mm petri dish containing 0.6% glucose in PBS.
6. Dissect away the olfactory bulbs. Place the brain on its dorsal surface and make a coronal section through the optic chiasm using a scalpel.
7. Under a dissecting microscope, position the rostral part of the brain section with the cut coronal surface facing upwards toward the

experimenter.
8. To dissect the SVZ, remove the septum with a fine curved forceps then insert one tip of a fine forceps into the striatum immediately adjacent

to the ventricle and detach the SVZ from the surrounding tissue. For additional details, refer to Azari et al.24. Place the dissected SVZ into a
petri dish containing 1 ml of PBS-0.6% glucose.

3. SVZ Tissue Dissociation

1. Mince the dissected SVZ in the petri dish until no large pieces remain.
2. Transfer the minced tissue along with the PBS-0.6% glucose to a 15 ml tube and centrifuge at 200 x g for 5 min.
3. Discard the supernatant and add 1 ml of pre-warmed papain (1 mg/ml, prepared in step 1.4) supplemented with 0.01 mg/ml DNase I.

Incubate for 10 min in a water bath at 37 °C. Use 1 ml of papain per mouse.
4. Centrifuge at 200 x g for 5 min and discard the supernatant.
5. Add 1 ml of pre-warmed ovomucoid (0.7 mg/ml, prepared in step 1.5) to stop papain activity. Mechanically dissociate the minced tissue

further into a single-cell suspension by gently pipetting up and down 20 times through a p1000 micropipette tip. Avoid air bubbles.
6. Pass the cell suspension through a sterile 20 µm filter in a new 15 ml tube. Make sure to wash the cell filter with PBS 0.15% BSA to avoid

losing cells.
7. Centrifuge at 200 x g for 10 min and discard the supernatant. Re-suspend the cells in 100 µl of PBS containing 0.15% BSA.

4. Immunofluorescent Staining for Cell Sorting

For cell sorting using FUCCI-Red mice (Figure 2A), use the following antibodies: CD24 phycoerythrin-cyanine7 conjugate [PC7] ; CD15/LeX
fluorescein isothiocyanate [FITC] conjugated and Ax647 conjugated EGF ligand.
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Note: LeX+EGFR+ cells and EGFR+ cells are not abundant in the adult SVZ: ≈ 600 and 1500 cells/mouse respectively9. We recommend pooling
SVZ cells from 2 to 3 mice to have enough material. Do not work with more than 12 mice on the same day so that the cell sorting duration
doesn’t exceed 3 hr. Keep in mind that working with too many mice on the same day will lead to an increased cell sorting duration possibly
resulting in increased cell death and/or cell differentiation.

1. Perform the FACS staining in 100 µl of PBS 0.15% BSA per mouse (or in 200 µl for a group of 2 to 3 mice for optimal staining).
2. Prepare the control tubes. Use compensation beads to prepare single color control tubes according to the manufacturer's protocol. Select

a fraction of cells (1/10 of the cells extracted from one mouse is enough) and separate it in 4 tubes to prepare 1 negative control tube
(unmarked cells) and 3 fluorescence minus one (FMO) control tubes. Resuspend the cells in 200 µl of PBS 0.15% BSA per tube.
 

Hint: For LeX-FITC FMO control, label the cells with CD24-PC7 (1:50) and Ax647#conjugated EGF ligand (1:200); for CD24-PC7 FMO
control, label the cells with CD15/LeX-FITC (1:50) and Ax647#conjugated EGF ligand (1:200) and for Ax647#conjugated EGF ligand FMO
control, label the cells with CD15/LeX-FITC (1:50) and CD24-PC7 (1:50).

3. For the tubes used for cell sorting, use the following antibodies at the indicated dilution in PBS 0.15% BSA: CD24-PC7 (1:50), CD15/LeX-
FITC (1:50) and Ax647#conjugated EGF ligand (1:200).

4. Incubate for 20 min at 4 °C in the dark. Wash with 1 ml PBS 0.15% BSA and centrifuge at 200 x g for 10 min. Resuspend the cells in 200 µl of
PBS 0.15% BSA per brain. Keep the cell sorting tubes on ice and proceed immediately to the cell sorting.

5. If using FUCCI-Green mice, separate LeX-positive and LeX-negative fractions using separation columns before cell sorting as the LeX-FITC
antibody shares the same emission wavelength than the FUCCI-green fluorescence (Figure 3A,B).

1. First, label the cells with a mouse anti-human LeX-antibody (1:50) for 15 minutes at 4 °C in the dark in 100 µl of PBS 0.15% BSA.
2. Wash the cells with 1 ml PBS 0.15% BSA and centrifuge at 200 x g for 10 min, then label the cells with anti-mouse IgM microbeads

(1:10) for 15 minutes at 4 °C in the dark.
3. Wash the cells with 1 ml PBS 0.15% BSA and centrifuge at 200 x g for 10 min. Resuspend the cells in 500 µl PBS 0.15% BSA and

pour the cells through separation column in magnetic field as schematized in Figure 3 C. Wash the column with 1 ml PBS 0.15% BSA
to obtain LeX negative fraction.

4. To obtain LeX-positive fraction, remove the separation column from the magnetic field and elute the cells with 2 ml PBS 0.15% BSA.
5. Proceed to CD24-PC7 and Ax647#conjugated EGF ligand staining as indicated in 4.2.

5. Cell Sorting

Note: Cells were sorted on a FACS sorter at 40 Psi with an 86 µm noozle. Fluorescence was collected using the following filter set: 520/35nm
(FITC), 575/26nm (PE), 670/20nm (Ax647) and 740LP (PC7). Compensation is necessary to prevent false-positive signals as an overlap is found
between the emission spectrums of the FUCCI-red fluorescence and the PC7 dye.

1. Immediately prior to cell sorting, add a vital dye to discriminate live from dead cells. We used HO (see material table) at a 2 µg/ml final
concentration. Run the negative control tube (unmarked cells) through the FACS sorter and select the cells using side scatter (SSC) and
forward scatter (FSC) parameters (Figure 1A).
 

NOTE: Dead cells were excluded by gating only the HO-negative fraction (Figure 1A’) and then doublets were excluded by selecting the
Pulse Width negative fraction (Figure 1A’’).

2. Run the single color controls prepared in step 4.2 and adjust the photomultiplier tube (PMT) voltages if necessary (i.e. negative population too
high and/or positive cells off scale). Perform color compensation in the compensation window of the software.

3. Run FMO controls prepared in step 4.2 (LeX-FITC FMO control, CD24-PC7 FMO control and Ax647-conjugated EGF ligand FMO control)
and draw the sorting gates (Figure 1). Sort the cells directly into 100 µl of culture medium in 1.5 ml microtubes.

6. Preparation of Cells for Microscopy

1. Plate the freshly sorted cells at a density of 1 - 3 x 103 cells/well on Poly-D-Lysine- coated 96-well µ-Plate with 300 µl of culture medium.
2. Prior to video microscopy, incubate the culture plates at 37 °C and 5% CO2 at least for 1 hr to allow cell adhesion.

7. Microscope Setup and Image Acquisition

1. Perform live imaging using a Plan Apo VC 20x DIC objective (NA: 0.75) on a confocal laser scanning microscope system attached to an
inverted thermostated chamber at 37 °C under 5% of CO2 atmosphere.

2. Position the 96-well µ-Plate inside the pre-warmed and equilibrated thermostated chamber and replace the lid by a thermostated cover.
3. Open the NIS-Elements software and click in the menu bar on "Acquire/Acquisition controls/ND acquisition” to select the options of the time-

lapse (length, stage positions, confocal z-sections,…), "Acquire/Acquisition controls/Ti Pad” to select the objectives and "Acquire/Acquisition
controls/A1plus Settings” to select the PMT level for each fluorescence in the menu bar. Select a folder to save the data files.

4. Using the ND acquisition window, set the center of each well as a stage position and select the large image option to 7 x 7 mm². This will
create a mosaic image around the center of each well. Set the overlap for the large mosaic image to 5%. Take pictures every 20 min for 24 hr.
Select the Plan Apo VC 20x DIC objective (NA: 0.75) in the Ti Pad window.

5. In the A1plus Settings window, acquire images using high speed resonant scanner at a 512 x 512 pixels format with a resolution of 1.26 µm/
pixel. Use brightfield to visualize cell shapes. In the case of FUCCI-Red mice, excite red fluorescence at 561 nm and collect using a 595/50
nm filter. In the case of FUCCI-Green mice, excite green fluorescence at 488 nm and collect using a 530/40 nm filter. Determine the optimal
PMT level, offset and laser power for each wavelength.
 

NOTE: We recommend using the autofocus function for the brightfield channel to allow the software to autofocus at each stage position
before each acquisition. Hint: A Plan Apo VC 20x DIC objective (NA: 0.75) was used for its excellent resolution without the need for oil. Other
objectives may be used depending on the optical resolution desired.

6. Select the 'Run now' button on the ND acquisition window to begin acquisition.
 

http://www.jove.com
http://www.jove.com
http://www.jove.com


Journal of Visualized Experiments www.jove.com

Copyright © 2015  Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs 3.0 Unported
License

September 2015 |  103  | e53247 | Page 4 of 9

Hint: Follow the computer work for 1 loop to be sure that everything in working properly.

8. Image Processing and Analysis

1. Analyze the data directly on the NIS-Elements software by tracking the cells individually. Hint: To gain time, save each position in .avi format
using NIS-Elements software and analyze the movies with ImageJ.

2. In ImageJ software, track individual cells undergoing at least 2 divisions (i.e. one cell to a four-cell colony). Crop a small area around the cell
and select 'Image/Duplicate'.

3. Select 'Image/Stacks/Make Montage' in the menu bar to make a montage. Specify the frames to be included, the size of the images and save
the montage as a .tif file for optimal resolution.

4. To calculate the first S-G2/M phase length (Figure 2C,D), select a single red fluorescent cell (in G1) and then set t = 0 (S phase will begin
once the red-fluorescence switches off). Count the number of frames until the cell divides to estimate the S-G2/M length.
 

NOTE: The calculated time depends on the time interval between each frame.
5. To calculate the following G1 phase (Figure 2C,D), continue to track the cell that just divided. If the divided cell enters G1 phase, there will be

an accumulation of cdt1 red-fluorescent protein. Calculate the number of frames until red-fluorescence switches off again for each cell.
 

Hint: At the beginning of G1 the red fluorescence might be weak so choose the onset of the G1 phase on the frame where the cell has divided
to avoid approximations.

Representative Results

The ability to reliably discriminate between the different cell populations of the adult mouse SVZ stem cell lineage is primordial to investigate
their functional properties. To that purpose, we have developed a LeX/EGFR/CD24 triple-labeling strategy allowing the purification of specific cell
populations from the adult SVZ: quiescent NSCs (LeXbright), activated NSCs (LeX+EGFR+), TACs (EGFR+), immature and migrating neuroblasts
(CD24+EGFR+ and CD24+, respectively) 9 (Figure 1). Applied to FUCCI transgenic mice, the cell sorting technique allows the live imaging of the
cell cycle phases of the different neurogenic populations at the single-cell level25. FUCCI-Red mice were used to follow the G1 phase with red
fluorescence using time-lapse video microscopy (Figure 2A). FUCCI-Redneg cells represent the cells in S-G2/M phases of the cell cycle, FUCCI-
Redpos cells are G1 cells and FUCCI-Redbright cells are cells exiting or out of the cell cycle (Figure 2B) 23,26. LeX+EGFR+ and EGFR+ cells from
young adult (Figure 2C) and middle-aged mice (Figure 2D) were plated as adherent cells on poly-D-lysine coated culture plates. The first S-
G2/M phase was identified on single cells once the red fluorescence switches off until the cell divides. As previously observed the S-G2/M phase
length showed no difference between LeX+EGFR+ and EGFR+ cells, either in young or middle-aged mice. Then we calculated the next G1 phase
length from the first division until the red fluorescence switches off. Interestingly, a G1 phase lengthening was found during aging in LeX+EGFR+

cells but not in EGFR+ cells25 (Figure 2C,D). In consequence, neurospheres obtained 5 days after plating are smaller in LeX+EGFR+ cells
obtained from aged mice as shown in Figure 2E.

FUCCI-Green mice can also be used to visualize the S-G2/M phase with green fluorescence (Figure 3A,B) but cells have to be pre-sorted using
separation columns as LeX-FITC antibody shared the same emission wavelength than the FUCCI-green fluorescence (Figure 3C). An example
of FUCCI-green fluorescence for the first S-G2/M phase of young adult LeX+EGFR+ and EGFR+ cells is shown in Figure 3D.

http://www.jove.com
http://www.jove.com
http://www.jove.com


Journal of Visualized Experiments www.jove.com

Copyright © 2015  Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs 3.0 Unported
License

September 2015 |  103  | e53247 | Page 5 of 9

 

Figure 1: Strategy of cell selection by FACS. (A) Cells were first selected according to their morphology using Side scatter (SSC) vs Forward
scatter (FSC) parameters. For further details on morphology gate selection, refer to Daynac et al. 9 (A’) Dead cells were labeled using HO marker
and excluded from the selection. (A’’) Doublets were excluded using pulse width parameter. In order to set up the sorting gates, Fluorescence
minus one (FMO) controls for CD24-PC7 (LeX-FITC/FUCCI-Red/EGF-Ax647 labeling; B) and LeX-FITC (FUCCI-Red/EGF-Ax647/CD24-PC7
labeling; B’) were used. (C,C’) Then, sorting gates were determined in LeX-FITC/FUCCI-Red/EGF-Ax647/CD24-PC7 labeled tubes along with
FMO controls. The mean percentages of total cells are represented within the gates. If selecting CD24+ cells (neuroblasts), be careful to exclude
CD24bright expressing cells from the gate. Indeed, CD24bright correspond to ependymal cells2,9. C’ represents the CD24 negative cells (black
square in C). Only LeX+EGFR+ and EGFR+ (C’) sorting gates were used for this study.
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Figure 2: Live analyses of cell cycle using FUCCI-Red mice. (A) Schematic representation of FUCCI-Red cell cycle where cells are red-
fluorescent during G1 phase and colorless during S-G2/M phases23. (B) FACS representation of FUCCI-Red fluorescence on SVZ cells. (C,D)
Video microscopy with LeX+EGFR+ and EGFR+ cells sorted from young (C) and middle-aged (D) FUCCI-Red mice allows the tracking of the G1
phase with red fluorescence whereas the S-G2/M phases can be deduced when the red fluorescence switches off. Successive images are shown
with a time scale presented in D. (E) Representative images of colonies (neurospheres) obtained 5 days after plating. Scale bar: 10 µm (C, D),
30µm (E). Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 3: Strategy for live analyses of cell cycle using FUCCI-Green mice. (A) Schematic representation of FUCCI-Green cell cycle where
cells are green during S-G2/M phase and colorless during G1 phase23. (B) FACS representation of FUCCI-Green fluorescence: FUCCI-Greenneg

cells represent the cells in G1 phase of the cell cycle while FUCCI-Greenpos cells are cells in S-G2/M
23. (C) In order to follow the green-fluorescent

S-G2/M phases of LeX+EGFR+ and EGFR+ cells, SVZ cells had to be pre-sorted with separation columns. Cells were labeled with anti-mouse
LeX antibody and LeX+ fraction was retained on the column using anti-mouse microbeads (see protocol 4.). Then, LeX+ and LeX- fractions were
eluted and labeled with EGF-Ax647 and CD24-PC7 antibodies for FACS sorting. (D) Video microscopy of LeX+EGFR+ and EGFR+ cells sorted
from young FUCCI-Green mice allows the tracking of the S-G2/M phases with green fluorescence. Successive images are shown with a time
scale presented in D. Scale bar: 10 µm (D).
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Discussion

The cell sorting technique described herein allows reliable discrimination between quiescent NSCs, activated NSCs and their progeny enabling
studies of their properties and dynamics in the adult brain9. Coupled with the FUCCI technology which permits the visualization of cell cycle
progression in living cells23, we developed a rapid and efficient technique to follow the G1 and S-G2/M phases of the cell cycle from young adult
and aged mouse brain cells.

The cell sorting technique used in this protocol was the first validated combination of markers allowing the purification of the five main neurogenic
populations from the SVZ9. It was also the first validated technique enabling the distinction of quiescent and activated NSCs. It is noteworthy
that this technique does not require the use of transgenic mice per se, which is necessary when adapted to transgenic mouse models such
as FUCCI. Since then, Codega et al.10 have used a GFAP-GFP/CD133/EGFR triple labeling combination to distinguish quiescent NSCs from
their activated counterpart but it cannot be adapted to FUCCI technology as it requires the use of GFAP-GFP transgenic mice. Mich et al.11

have developed a Glast/EGFR/CD24 triple labeling strategy that shares common results with the technique used in this study9. Indeed, a high
correlation between LeX and Glast NSCs markers was already observed in Daynac et al. study9. However, the Glast antibody used in the Mich et
al. technique is coupled to phycoerythrin and thus cannot be adapted with the use of FUCCI-Red mice.

There are several important technical points that require attention before sorting SVZ cells. First, the dissociation step is very important as the
brain tissue has to be dissociated into single cells while preserving the structural integrity of the proteins used for the antibody labeling strategy.
0.05% trypsin-EDTA has been shown to be very effective in dissociating SVZ tissue27 but the LeX antigen was found to be highly sensitive as
almost all LeX-FITC immunofluorescence was lost (data not shown). Thus, papain was used as it was more efficient and less destructive than
other proteases on brain tissue. Moreover, neither LeX nor EGFR nor CD24 were affected by papain treatment. It should be noted that the
antibody labeling was altered if the papain treatment exceeded 15 min. We obtained optimal results with a 10 min papain treatment associated
with a mechanical dissociation (pipette up and down 20 times).

The poly-D-Lysine coating allows culture of adherent cells and the formation of colonies after several days in culture. It is now widely accepted
that in vitro assays comes with their limitations28,29. We recommend determining only the first cell cycle for the cells undergoing at least one
subsequent division to stay as close as possible to the in vivo cell phenotype.

It is noteworthy to mention that the Geminin (green fluorescence) and Cdt1 (red fluorescence) proteins used to design the FUCCI system23

were previously shown to be abundantly expressed by neural progenitors during early neurogenesis in mice30 and in adult brain tissues9,25.
Although the mKO2-hCdt1(30/120) construct was mainly used in the present study to follow the G1 phase with red fluorescence, the use of both
constructs [mKO2-hCdt1(30/120) and mAG-hGem(1/110)] could be envisioned to allow the visualization of the major phases of the cell cycle (G1
and S-G2/M) as well as the G1/S transition23. The main drawback of the dual-color imaging is the limited compatible sets of fluorescence that
can still be used for the cell labeling. One solution is to use separation columns. For example, we have successfully depleted the CD24-positive
fraction from cells using separation columns before cell sorting and live-imaging as we used a CD24-PE antibody that shared the same emission
wavelength than the FUCCI-Red fluorescence25.

Few studies have investigated the cell cycle length of adult mouse SVZ populations. The total cell cycle length obtained with our technique is
close to the one estimated in vitro by Costa et al.21, but we were able for the first time to distinguish the different cell cycle phases. In an in vivo
study, Ponti et al.22 used the incorporation of thymidine analogs to determine the proliferation dynamics of the different SVZ cell populations.
However, they could neither perform a continuous monitoring of the cell cycle nor track the cells at the single-cell level. This could be an issue as
it was shown that a strong heterogeneity exists within a given SVZ cell population22,25. We describe here an alternative in vitro technique, easy to
set up, that allows the live imaging of the cell cycle phases of different adult neurogenic populations at a single-cell level.

Understanding the regulation of the cell cycle of neural stem cells and progenitors remains a challenge for the development of new therapeutic
approaches in the context of aging or brain pathologies. Our protocol can thus have a wide range of applications. In the context of aging, this
technique could also prove useful to understand the effects of aging on NSCs differentiation. Indeed, it is possible to identify neural stem/
progenitor cells entering differentiation as their red fluorescent intensity is distinctively higher26. Finally, it could also be of interest to exploit the
continuous live imaging at a single-cell level to study the cell intrinsic and extrinsic processes responsible for the lineage progression of adult
NSCs.
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Materials

Name Company Catalog Number Comments

96-well uncoated glass bottom
culture plates 

MatTek Corp. P96G-1.5-5-F

µ-Plates 96-well Ibidi 89626

Poly-D-Lysine Millipore A003E

NeuroCult NSC Basal Medium STEMCELL Technologies 5700

NeuroCult NSC Proliferation
Supplement 

STEMCELL Technologies 5701

Heparin STEMCELL Technologies 7980

EGF Millipore GF144

FGF-2 Millipore GF003

Papain Worthington LS003119

EBSS Invitrogen 24010-043

L-cysteine Sigma C-7352

0.5M EDTA, pH 8.0 Promega V4231

DNase I Sigma D5025-15KU

Trypsin inhibitor type II Sigma T9128 Ovomucoid

DMEM:F12 medium Life Technologies 31330-038

20 µm filter BD Medimachine Filcon 340622

Eppendorf microtubes 3810X Sigma Z606340-1000EA

BSA Sigma A1595 Bovine serum albumin solution

CD24 phycoerythrin-cyanine7
conjugate [PC7]

Life Technologies A14776 Mouse IgM; clone MMA. 1:50

CD15/LeX fluorescein
isothiocyanate [FITC] - conjugated

BD Biosciences 332778 Rat IgG2b; clone M1/69.  1:50

Mouse anti-human LeX antibody BD Pharmingen 559045 Mouse IgM; clone MAM.  1:50

Alexa647 - conjugated EGF ligand Life Technologies E35351 1:200; Ax647-conjugated EGF
ligand in the text

CompBeads BD Biosciences 644204

MACS LS separation columns Miltenyi Biotec 130-042-401 separation columns (in the
manuscript)
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Anti-mouse IgM microbeads Miltenyi Biotec 130-047-301

Hoechst 33258 Sigma 861405 HO (in the manuscript)

INFLUX cell sorter BD Biosciences FACS sorter (in the text)

Nikon A1R confocal laser scanning
microscope system attached to an
inverted ECLIPSE Ti

Nikon Corp. confocal laser scanning
microscope (in the manuscript)

NIS-Elements AR.4.13.01 64-bit
software

Nikon Corp. NIS-Elements software (in the
manuscript)

Plan Apo VC 20x DIC objective
(NA: 0.75)

Nikon Corp.

ECLIPSE Ti thermostated chamber Nikon Corp. thermostated chamber (in the
manuscript)

ImageJ RBS

FlowJo Tree Star, Ashland, OR

FUCCI mice RIKEN BioResource Center,
JAPAN

Sakaue-Sawano et al. 2008
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Résumé de l’article 2 

 

Bien que la neurogenèse persiste à l’âge adulte le long des ventricules latéraux et 

au niveau du gyrus dentelé de l’hippocampe, elle décline fortement avec le vieillissement 

(Seki and Arai, 1995; Kuhn et al., 1996; Enwere et al., 2004; Bouab et al., 2011). Ce déclin 

est directement lié à une réduction progressive du nombre de cellules en prolifération 

(Kuhn et al., 1996; Tropepe et al., 1997; Enwere et al., 2004; Luo et al., 2006; Tanaka et 

al., 2007; Ben Abdallah et al., 2010), essentiellement due à la diminution du nombre de 

progéniteurs neuronaux (Enwere et al., 2004; Maslov et al., 2004; Bouab et al., 2011; 

Piccin et al., 2014). Des résultats contradictoires ont été rapportés quant à la nature 

exacte des cellules concernées par cette diminution : tandis que certaines études 

rapportent un déclin avec l’âge du nombre de CSN (Maslov et al., 2004; Shook et al., 

2012), d’autres n’observent pas de différence (Piccin et al, 2014). Ces différences 

peuvent s’expliquer par les limitations expérimentales inhérentes aux méthodes de 

culture cellulaire utilisées (Pastrana et al., 2011), et par la difficulté à distinguer et à 

déterminer le nombre de CSN in situ le long des ventricules. A l’aide de la technique de 

tri cellulaire décrite dans l’article 1, nous avons cherché à mieux caractériser les 

populations cellulaires de la ZSV touchées par le vieillissement et à comprendre les 

mécanismes moléculaires associés.     

 

 Nous avons regardé dans un premier temps si les différentes populations 

cellulaires de la ZSV étaient modifiées chez des souris âgées de 2 mois et de 12 mois. 

Alors que le nombre de CSN quiescentes et activées reste constant à 12 mois, nous 

observons une forte diminution du nombre de cellules de la progénie neurale avec une 

perte de 75,4% des progéniteurs intermédiaires, de 84,5% des neuroblastes immatures 

et de 65,7% des neuroblastes. Parallèlement, nous montrons que la prolifération des CSN 

activées est drastiquement diminuée à 12 mois avec un contenu en ADN > 2N qui passe 

de 31,4% à 2 mois à seulement 2,9% à 12 mois. Comparativement, la prolifération des 

progéniteurs intermédiaires et des neuroblastes n’est que légèrement atténuée. Par 

ailleurs, la diminution de la prolifération des CSN activées est associée à un rallongement 

spécifique de la durée de leur cycle cellulaire, qui est reflétée par la plus petite taille des 
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neurosphères formées en culture. Afin de visualiser plus en détail les perturbations du 

cycle des CSN activées à 12 mois, nous avons ensuite utilisé des souris transgéniques 

FUCCI-Rouge qui permettent de suivre en temps réel la progression des cellules dans la 

phase G1 avec l’émission d’une fluorescence rouge (Sakaue-Sawano et al., 2008). Nous 

observons un allongement spécifique de la durée de la phase G1 des CSN activées à 12 

mois, sans que le reste du cycle ne soit modifié. Pris dans leur ensemble, nos résultats 

suggèrent que la dérégulation du cycle cellulaire des CSN, et non la diminution de leur 

nombre, pourrait être responsable du déclin de la neurogenèse avec l’âge. 

 

 Nous avons ensuite cherché à comprendre quels pourraient être les mécanismes 

moléculaires responsables de la diminution de la prolifération des CSN activées. Nous 

avons dans un premier temps regardé s’il existait une raison intrinsèque aux CSN en 

suivant l’expression des CdKi (cyclin-dependent kinase inhibitors) par qRT-PCR à 2 mois 

et à 12 mois. De manière intéressante, l’expression des régulateurs du cycle cellulaire de 

la famille Ink4 (p16, p18, p19) et de la famille Cip/Kip (p21, p27, p57) n’est pas modifiée 

entre 2 mois et 12 mois dans les CSN activées et les progéniteurs intermédiaires. Nous 

sommes par la suite partis de l’hypothèse selon laquelle une modification du 

microenvironnement de la niche, et donc un facteur extrinsèque, pourrait participer à 

l’apparition d’un déficit prolifératif dans les CSN. Nous avions déjà observé au sein du 

laboratoire que l’augmentation de la production de TGFβ1 par les cellules endothéliales 

de la ZSV chez des souris âgées de 24 mois diminuait la prolifération des CSN (Pineda et 

al., 2013). Nous montrons que l’ajout de TGFβ1 en culture allonge spécifiquement la 

durée de la phase G1 des CSN activées et des progéniteurs intermédiaires issus de souris 

de 2 mois. De plus, le blocage pharmacologique de la voie du TGFβ par un inhibiteur 

sélectif du récepteur TGFβR1 in vitro, et par l’administration intraveineuse in vivo d’un 

anticorps neutralisant dirigé contre le TGFβ, diminue la durée de la phase G1 des CSN 

activées à 12 mois, sans toutefois perturber le cycle des progéniteurs intermédiaires. 

Ainsi, la voie du TGFβ est impliquée dans la dérégulation du cycle cellulaire des CSN 

activées via l’allongement spécifique de la durée de la phase G1. 
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 Ces données montrent que le stock de CSN adultes au niveau de la ZSV reste 

constant au cours du vieillissement. Cependant, on observe une forte diminution de la 

prolifération des CSN activées associée à un rallongement de la durée de la phase G1. 

Ceci semble être l’une des causes de la perte des progéniteurs neuraux, et donc de la 

diminution de la neurogenèse au cours du temps. De plus, la voie du TGFβ apparaît 

comme un acteur clé dans cette dérégulation du cycle cellulaire des CSN activées. Il 

serait intéressant de voir si la mise en place d’un traitement anti-TGFβ chez des souris 

âgées permet de restaurer les fonctions cognitives altérées en stimulant les CSN 

endogènes.  
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ABSTRACT

Neurogenesis decreases during aging causing a progressive cognitive decline but it is still contro-

versial whether proliferation defects in neurogenic niches result from a loss of neural stem cells

or from an impairment of their progression through the cell cycle. Using an accurate

fluorescence-activated cell sorting technique, we show that the pool of neural stem cells is

maintained in the subventricular zone of middle-aged mice while they have a reduced prolifera-

tive potential eventually leading to the subsequent decrease of their progeny. In addition, we

demonstrate that the G1 phase is lengthened during aging specifically in activated stem cells,

but not in transit-amplifying cells, and directly impacts on neurogenesis. Finally, we report that

inhibition of TGFb signaling restores cell cycle progression defects in stem cells. Our data high-

light the significance of cell cycle dysregulation in stem cells in the aged brain and provide an

attractive foundation for the development of anti-TGFb regenerative therapies based on stimu-

lating endogenous neural stem cells. STEM CELLS 2014;32:3257–3265

INTRODUCTION

The production of new neurons, a process
termed neurogenesis, persists during adult-
hood and is ensured by neural stem cells
(NSCs) that are located in restricted regions of
the mammalian brain: the subgranular zone
(SGZ) of the dentate gyrus in the hippocampus
and the subventricular zone (SVZ) lining the
lateral ventricles. In the adult SVZ, NSCs suc-
cessively give rise to transit-amplifying cells
(TACs) and to neuroblasts that migrate in
chains to the olfactory bulbs (OB), where they
differentiate into neurons and contribute to
olfactory functions [1, 2].

Neurogenesis is greatly reduced during
aging in rodents in both SGZ and SVZ correlat-
ing with some age-associated cognitive deficits
[3, 4]. Remarkably, deficit in odor memory is
already apparent at mid-age in mice, that is,
12 months old, and is correlated with a lower
number of neurons in the OBs [5]. Many stud-
ies demonstrate that neurogenesis decline is
due to the decrease in proliferation of NSCs
and TACs observed in middle-aged mice and
ultimately resulting in a dramatic reduction in
elderly mice (i.e., 24 months old) [4, 6–8].

Progenitors from middle-aged mice pre-
sented a twofold decrease in the capacity to
form neurospheres [7]. However, neural pro-
genitors isolated from aged mouse SVZ retain

their in vitro capacity to proliferate and differ-
entiate into functional neurons, similarly to
progenitors from young adult mice, albeit with
a lower efficacy [6, 7, 9, 10].

Conversely, proliferation of NSCs is altered
during aging but it is still not known whether
proliferation decline results from a loss of
NSCs or from an impairment of their prolifera-
tion. Recent studies have proposed the transi-
tion of proliferating NSCs to a quiescent state
[8, 11]. The decrease in proliferating NSCs
could be explained by an exhaustion of their
pool [10, 12]. Indeed, studies suggest that
NSCs may be programmed for a limited num-
ber of divisions with a limited self-renewal
capacity [13, 14]. In addition, conflicting
results concerning the lengthening of the cell
cycle during aging were obtained [4, 6].

Aging-associated decrease in EGFR signal-
ing, a major pathway for NSC proliferation
[15], has been reported in old neural progeni-
tors [6, 7]. Recently, we have shown that the
increase in TGFb in middle-aged mice is an
inhibitory signal for NSC proliferation in SVZ
niches [16]. Interestingly, the blockade of TGFb
signaling increases NSC proliferation and
allows neurogenesis to efficiently recover in
the SVZ of aged mice [16]. Although age-
related neurogenesis decline involves the alter-
ation of the neurogenic niche, an important
question that remains unanswered concerns
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whether there is a decline in NSC pool or in their proliferation
capacity. Resolving which of these regulatory mechanisms is
involved, or whether there is a relative contribution of all ele-
ments, is a prerequisite for stimulation of NSCs in aged
individuals.

Neural progenitors are maintained owing to relatively qui-
escent NSCs that can enter the cell cycle and convert into
EGFR-expressing activated NSCs, particularly when SVZ repo-
pulate after depletion from proliferating cells [1]. The detec-
tion by fluorescence-activated cell sorting (FACS) of EGFR
expression combined with NSC markers has been successfully
used to distinguish the various NSC populations and their
progeny in the SVZ, as well as, to sort prospectively these
populations [17, 18]. Herein, we observed that the pools of
quiescent and activated NSCs remained unaltered in the SVZ
from middle-aged mice. Furthermore, we demonstrate that
the decrease in proliferation during aging in the SVZ roots in
the lengthening of the G1 phase of activated NSCs through a
TGFb-dependent mechanism.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Young adult (2 months) and middle-aged (12 months) C57BL/
6 mice were used in this study. The animals were maintained
with access to food and water ad libitum in a colony room
kept at a constant temperature (19�C–22�C) and humidity
(40%–50%) on a 12:12 hours light/dark cycle. For cell cycle
analysis, transgenic fluorescence ubiquitination cell cycle indi-
cator (FUCCI) chromatin licensing and DNA replication factor 1
(Cdt1)-red mice with a C57BL/6 genetic background were
used [19]. Animal experiments were performed in compliance
with the European Communities Council Directive of Novem-
ber 24, 1986 (86/609/EEC) and were approved by our institu-
tion’s ethics committee (CETEA 11-003).

Anti-TGFb Treatments

In vivo treatment involved intravenous administration of an
antibody that neutralizes all TGFb-1, 22, 23 forms
(mAb1835, R&D, Lille, France, http://www.rndsystems.com/
distributors.aspx) as previously described [16]. Fifty micro-
grams/injection per mice of anti-TGFb neutralizing antibody
diluted in 50 ml of NaCl 0.9% were administered retro-
orbitally under Ketamine-Medetomidine anesthesia 12 hours
and 1 hour before sacrifice. For in vitro treatment, SB-505124
(1 mM, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France, http://www.sig-
maaldrich.com/france/contactez-nous.html), a selective TbRI
inhibitor, was added to freshly plated cells.

Preparation of SVZ Cells and FACS

Lateral ventricle walls containing cells from the SVZ were micro-
dissected under a binocular dissection microscope and collected
in a cold 0.6% glucose/PBS solution. SVZ cells were incubated
for 10 minutes at 37�C with papain and then dissociated into
single-cell suspensions by flushing the cells through a p1000
micropipette tip, as previously described [18]. For DNA content
analysis, dissociated cells were incubated for 1 hour 30 minutes
at 37�C with 5 mg/ml Hoechst 33342 (Sigma, Saint-Quentin Fal-
lavier, France, http://www.sigmaaldrich.com/france/contactez-
nous.html) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F-12

medium supplemented with 2% B27 [20]. Then, the cells
were washed in PBS containing 0.15% bovine serum albumin.
For mouse cell-surface marker analysis, we used CD24
phycoerythrin-conjugated (rat IgG2b; 1:50 BD Biosciences, Le
Pont de Claix, France, https://www.bd.com/fr/contact/), CD15/
LeX fluorescein isothiocyanate-conjugated (mouse IgM; 1:50 BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France, https://www.bd.com/fr/
contact/), and Alexa647-conjugated epidermal growth factor
(EGF) ligand (1:200, Life Technologies, Saint Aubin, France,
http://www.lifetechnologies.com/fr/fr/home/technical-resources/
contact-us.html). Antibodies were titrated over a semi-log scale to
determine the appropriate dilution in the PBS/0.15% bovine
albumin serum solution and then incubated at 4�C for 25
minutes. The cells were washed prior to sorting or analysis. The
cells were transferred to tubes containing a calibrated number
of fluorescent beads (Trucount tubes; BD Biosciences, Le Pont
de Claix, France, https://www.bd.com/fr/contact/) enabling the
determination of their absolute count. Prior to FACS sorting
with FUCCI Red mice, the CD24-negative fraction was depleted
of CD241 cells using MACS LD separation columns (Miltenyi
Biotec, Paris, France, http://www.miltenyibiotec.com/en/about-
us/locations/europe/france.aspx). Immediately prior to FACS,
propidium iodide or the nonvital Hoechst 33258 was added to a
final concentration of 2 mg/ml to label dead cells. The cells
were analyzed on a LSRII (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France, https://www.bd.com/fr/contact/) and sorted on an
INFLUX (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France, https://www.
bd.com/fr/contact/) as previously reported [18]. Sorting gates
were drawn according to fluorescence minus one (FMO) con-
trols. The data were analyzed using FlowJo software (Tree Star,
Ashland, OR).

TGFb Binding Assay

Binding with TGFb was performed after the immunostaining
using the Human TGF-beta 1 Biotinylated Fluorokine Kit as
recommended by the provider (R&D, Lille, France, http://
www.rndsystems.com/distributors.aspx). Streptavidin-PECy7
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France, https://www.bd.
com/fr/contact/) was used to detect Biotinylated TGFb1. Cells
were analyzed on a LSRII (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France, https://www.bd.com/fr/contact/). Dead cells excluded
using the nonvital Hoechst 33258 as above. TGFb binding was
expressed as the mean fluorescence intensity relative to the
negative control (FMO PECy7).

Live Cell Imaging

Freshly sorted cells were plated at a density of 1–3 3 103

cells/well in poly(D-Lysine)- (Sigma, Saint-Quentin Fallavier,
France, http://www.sigmaaldrich.com/france/contactez-nous.
html) coated 24-well glass-bottomed culture plates (MatTek,
Corp., Ashland, MA). The culture medium was composed of
NeuroCult medium (STEMCELL Technologies, Grenoble,
France, http://www.stemcell.com/en/Contact-Us.aspx) com-
plemented with proliferation supplements (STEMCELL Tech-
nologies, Grenoble, France, http://www.stemcell.com/en/
Contact-Us.aspx), 2 mg/ml heparin, 20 ng/ml EGF, and 10 ng/
ml FGF-2. Brightfield and fluorescent images for Cdt1-red
were captured through a Plan Apo VC 320 DIC objective
(NA: 0.75) on a Nikon A1R confocal laser scanning micro-
scope system attached to an inverted ECLIPSE Ti (Nikon,
Corp., Tokyo, Japan) thermostated at 37�C under 5% of CO2
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atmosphere. FUCCI Red fluorescence was excited at 561 nm
and collected using a 595/50 nm filter set. Images were
acquired using high speed resonant scanner at 512 3 512
pixels format with a resolution equals to 1.26 mm/pixel in xy.
A square region of 7 3 7 mm2 was photographed for each
well. Live imaging started 20 hours after plating. Single-cell
tracking was performed over periods of up to 24 hours with
images taken at 20 minutes intervals in order to follow the
fate of individual cells. The measurement of the cell cycle
length was performed on the second division enabling the
visualization of the entire cell cycle. Cell cycle length was
also determined for following divisions for the cells under-
going at least one subsequent division, that is, the last cell
cycle was not taken into account. When using FUCCI mice,
the red fluorescence indicated that the cells were in G1
phase of the cell cycle [19]. Images and time-lapse video
were analyzed with ImageJ and NIS-Elements AR.13.00 64-bit
softwares.

RNA Isolation and qRT-PCR

After sorting, cells were immediately lysed using lysis (RLT)
buffer (QIAGEN, Courtaboeuf, France, http://www.qiagen.com/
about-us/contact/ordering-global/ordering-france/). Total RNA
was isolated with the RNeasy MICRO kit (QIAGEN, Courta-
boeuf, France, http://www.qiagen.com/about-us/contact/
ordering-global/ordering-france/) according to the manufac-
turer’s instructions.

Q-PCR was performed on an ABI PRISM 7900 Sequence
Detector System using SYBR Green for RT-PCR. cDNA was synthe-
sized using the Reverse Transcription High Capacity Master Mix
(Applied Biosystems, Saint Aubin, France, http://www.lifetechnol
ogies.com/fr/fr/home/technical-resources/contact-us.html) with
specific primers (Supporting Information Table S1). Expression
levels were normalized to GAPDH.

Statistical Analyses

Nonparametric tests were conducted using StatView5 soft-
ware (SAS Institute, Inc., Cary, NC); the Kruskal-Wallis test
associated with Dunn’s multiple comparison test was used for
multiple comparisons, and the Mann-Whitney U test was
used for two comparisons. The statistical significance was set
at p< .05. The data are expressed as the mean6 SEM.

RESULTS

Proliferative Defect of NSCs in the SVZ of

Middle-Aged Mice

Aging associated decrease in proliferating cells and neuro-
blasts has been reported in the SVZ of middle-aged mice [8,
12]. The total number of cells freshly dissociated from SVZ,
estimated by FACS thanks to vials containing calibrated beads,
was reduced by twofold in middle-aged (12 months) mice in
comparison to young adults (2 months) (48.1 vs. 87.4 3 103/
mouse; p 5 .001). In order to determine more precisely at
which steps of the neurogenesis process this decrease occurs,
we quantified NSCs and their progeny in the SVZ using our
recently published FACS method [18] allowing the identifica-
tion of quiescent NSCs (LeXbright), activated NSCs (LeX-
EGFR1), TACs (EGFR1), immature neuroblasts (CD241EGFR1),
and migrating neuroblasts (CD241) (Supporting Information

Fig. S1). The cell fractions containing TACs (EGFR1), immature
neuroblasts (CD241EGFR1) and neuroblasts (CD241) were
dramatically reduced in middle-aged mice by 75.4%, 84.5%,
and 65.7%, respectively (Fig. 1C–1E). By contrast, the cell frac-
tions containing quiescent and activated NSCs, that is, respec-
tively, LeXbright and LeX1EGFR1, were not altered, indicating
that the pool of NSCs is not affected in middle-aged mice in
contrary to their progeny (Fig. 1A, 1B). The proliferation status
of these different SVZ populations was then determined by
their DNA content using the vital DNA marker Hoechst 33342
[20]. In accordance with their quiescent status, almost none
LeXbright NSCs had a DNA content> 2N in both young and
middle-age mice (Fig. 1F). Conversely, the percentage of cells
with a DNA content> 2N was dramatically decreased
between 2 and 12 months in the SVZ cells fractions contain-
ing activated NSCs (Fig. 1G), but it was only slightly reduced
in TACs and neuroblasts fractions (Fig. 1H–1J).

Then, we sorted LeX1EGFR1 and EGFR1 cells to analyze
their capacity to generate neurospheres and to determine the
expression of EGFR mRNA. As expected from the DNA content
analysis, the number of neurospheres formed after 7 days
was decreased for LeX1EGFR1 cells in middle-aged mice as
compared to young mice whereas it was not altered for
EGFR1 cells (Supporting Information Fig. S2A). Of note, these
cell cycle alterations were not due to the alteration of EGFR
expression in middle-aged LeX1EGFR1 and EGFR1 cells (Sup-
porting Information Fig. S2B). Altogether, these data suggest
that rather than a decrease of their pool, activated NSCs have
a proliferation defect in middle-aged mice, eventually leading
to the subsequent decrease of their progeny.

Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors Are Not Altered

During Aging in Activated NSCs

Cyclin-dependent kinase inhibitors (cdki) block cell cycle pro-
gression at specific stages and have been involved in quies-
cence and senescence of NSCs [21, 22]. The expression of cdki
was therefore assessed by qRT-PCR in sorted LeX1EGFR1 and
in sorted EGFR1 cells. Genes of the Ink4 family (p16, p18,
and p19) and the Cip/Kip family (p21, p27, and p57) were
expressed at similar levels in LeX1EGFR1 and EGFR1 cells.
Moreover, their expression was not altered in middle-aged
mice (Supporting Information Fig. S5) strongly arguing that
they are not associated with age-related proliferation defects
of activated NSCs and TACs.

Aging Lengthens G1 Phase of Activated NSCs

Thereafter, we analyzed the cell cycle progression of LeX-
EGFR1 and EGFR1 cells isolated from young and middle-
aged mice by time-lapse videomicroscopy. This could not be
done with quiescent LeXbright NSCs since these cells do not
proliferate in vitro [18]. LeX1EGFR1 and EGFR1 cells were
cultured on poly(D-lysine) substrate in the presence of EGF
and FGF-2 that markedly enhance symmetric cell division
and maintained NSCs in an undifferentiated state for several
divisions [23].

Assuming that it would be unreliable to follow com-
pletely the first division as cells are not synchronized, the
cell cycle length was determined for the second (Fig. 2A)
and third (Fig. 2B) divisions for cells that underwent at least
another subsequent division to exclude any alteration due to
cell cycle exit. EGFR1 cells had a cell cycle length of
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12.16 1.8 hours for young mice that is consistent with previ-
ous data obtained in vitro [23]. The cell cycle length of
EGFR1 cells was not altered during aging and similar results
were obtained for the third division (Fig. 2A, 2B). The divi-
sion length was of 12.36 1.8 hours for LeX1EGFR1 cells
(Fig. 2A) which is close to the 12.5 hours estimated by Costa

Figure 2. Neural stem cell divisions are lengthened during aging.
LeX1EGFR1 and EGFR1 cells were sorted by fluorescence-activated
cell sorting from young and middle-aged mice then the length of
the second (A) and the third (B) divisions was determined by
time-lapse videomicroscopy. (C): Colony size was measured 4 days
after plating, which gives an estimate of the amount of generated
cells. Data are represented as the mean6 SD obtained from analy-
ses of cells isolated from two independent groups of minimum
five mice. *, p< .05; **, p< .01; ***, p< .001.

Figure 1. Neural stem cells (NSCs) maintain their pool until mid-
age but present a proliferative defect. (A–E): Quantification of
the five different subventricular zone (SVZ) populations of NSCs
and their progeny by fluorescence-activated cell sorting using
TrueCount microbeads calibrated tubes in young and middle-aged
mice. (F–J): The proliferating faction (DNA content> 2N) was
determined for each SVZ population using the vital DNA marker
Hoechst 33342. Data are represented as the mean6 SD obtained
from 7 (2 months) and 5 (12 months) independent experiments.
*, p< .05; **, p< .01; ***, p< .001.
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et al. [23] but shorter than the 17.26 0.6 hours reported in
the absence of growth factor [23]. The division of LeX-
EGFR1 cells was lengthened during aging reaching 16.26 3.4
hours for middle-aged mice (Fig. 2A). A comparable slow-
down of the cell cycle for LeX1EGFR1 cells was observed for
the subsequent division (Fig. 2B).

Cultures were followed until the fourth day and the col-
ony size was measured giving an estimate of the amount of
generated cells. As expected from a similar cell cycle length,
young, and middle-aged EGFR1 cells, as well as, young LeX-
EGFR1 cells generated colonies with a similar size (Fig. 2C).
However, in accordance with the prolonged time required for
middle-aged LeX1EGFR1 cells to divide, colonies initiated by
these cells had a smaller size in comparison to those initiated
from young mice (Fig. 2C), highlighting that aged NSCs gave
rise to a lower number of cells.

To explore more in detail the cell cycle progression in acti-
vated NSCs, we used transgenic fluorescence ubiquitination
cell cycle indicator (FUCCI) mice in which cells are red during
G1 phase and colorless for S/G2/M phases due to the oscillat-
ing levels of a red-Cdt1 reporter [19]. Analysis of FUCCI red
fluorescence just after cell sorting showed that the G1 popu-
lation was increased at middle-aged in LeX1EGFR1 cells but
not in EGFR1 cells (Supporting Information Fig. S3A), mirror-
ing the decrease in S/G2/M obtained from DNA content
(Fig. 1G). Then, we measured by time-lapse videomicroscopy
the lengths of the G1 phase (FUCCI red fluorescence) and the
S/G2/M phases (colorless) for cells that completed a full divi-
sion and underwent at least another subsequent division to
exclude any alteration due to cell cycle exit (Fig. 3A).

In young mice, the lengths of G1 and S/G2/M phases
were similar in LeX1EGFR1 and in EGFR1 cells (Fig. 3B–3E).
By contrast, the length of the G1 phase was significantly
increased in CD241EGFR1 immature neuroblasts (Support-
ing Information Fig S4A) and was in accordance with their
differentiation [24]. The G1 length for EGFR1 cells was not
altered in middle-aged as compared to young adults while
the length of the S/G2/M phases was only slightly length-
ened during aging (10.7 hours) (Fig. 3D, 3E). Strikingly, the
G1 phase was dramatically lengthened in LeX1EGFR1 cells
rising from 4.56 0.2 to 11.06 0.5 hours in young and
middle-aged mice, respectively (Fig. 3B). The length of
S/G2/M phases was not altered in LeX1EGFR1 cells during
aging (Fig. 3C).

Cells exiting the cell cycle for differentiation were
reported to accumulate FUCCI red Cdt1 reporter and to have
a bright red fluorescence [24]. At the completion of videomi-
croscopy experiments, about 50% of the cells in culture
initiated by LeX1EGFR1 cells displayed a FUCCI bright fluores-
cence without significant change with aging (Supporting Infor-
mation Fig. S3B). Therefore, these data excluded that the G1
lengthening observed in LeX1EGFR1 cells could be associated
with a definitive cell cycle exit. Therefore, our data demon-
strate that the cell cycle lengthening of activated NSCs during
aging concerned essentially the G1 phase and directly
impacted on neurogenesis.

TGF-b Controls the G1 Length in NSCs from

Middle-Aged Mice

We have recently demonstrated that elevation in TGFb signal-
ing in NSC niches inhibits neurogenesis during aging and that

anti-TGFb therapy increases the percentage of proliferating
NSCs in the SVZ [16]. We have reported that TGFb RI and RII
receptors were expressed on both NSCs and TACs [16], which
was further confirmed by qRT-PCR and by TGFb-binding assay
but without any significant alteration in middle-aged mice
(Supporting Information Fig. S6).

Moreover, we have previously shown that treatment of
total SVZ cells with TGFb1 reduced the size of neuro-
spheres arguing on a direct effect of TGFb through differen-
tiation and/or cell cycle progression of NSCs and TACs [16].
We showed that addition of TGFb1 in the culture medium
did not influence the differentiation choice of freshly sorted
LeX1EGFR1 and EGFR1 populations (Supporting Information
Fig. S7). However, we observed that addition of TGF-b1 in
vitro lengthened the G1 phase in both LeX1EGFR1 and
EGFR1 sorted cells in young mice while it did not alter
S/G2/M phase length (Fig. 4A, 4B). Of note, the increase in
G1 length was not merely due to cell cycle exit as cell
cycle length was analyzed only in cells undergoing a subse-
quent division.

Therefore, it appears logical to hypothesize that an
increase in TGFb during aging could be involved in the G1
lengthening in NSCs. Two different approaches that have pro-
ven efficacy in aged mice on NSC proliferation and neurogen-
esis [16] were used to block TGFb signaling in middle-aged
FUCCI red mice: (a) administration of an anti-TGFb neutraliz-
ing antibody; (b) addition of SB-505124, a selective inhibitor
of TGFbR1. SB-505124 was added to the culture after sorting
and it specifically shortened G1 phase in LeX1EGFR1 cells
from middle-aged mice while it had no effect on S/G2/M
phases (Fig. 4C). Moreover, SB-505124 had no effect in EGFR1

cells albeit a small increase in S/G2/M length was observed
(Fig. 4D). Blockade of TGFb signaling was also achieved by in
vivo administration of anti-TGFb neutralizing antibody 12
hours and 1 hour before sacrifice of the mice and cell sorting.
Interestingly, the shortening of the G1 length was observed in
middle-aged LeX1EGFR1 cells by anti-TGFb antibody (Fig. 4C).
Obviously, no effects were observed on EGFR1 cells (Fig. 4D).
Altogether, our data demonstrate that the release of TGFb
within neurogenic niches was accountable for the G1 length-
ening in activated NSCs from middle-aged mice.

DISCUSSION

We point out in this study that one of the leading events
involved in the decrease of neurogenesis and of neural pro-
genitor proliferation during aging occurs at the stem cell level
and is related to the alteration of the cell cycle machinery in
NSCs. The G1 phase of the cell cycle is specifically prolonged
in activated NSCs during aging and this can be overcome
through the blockade of TGFb signaling.

NSCs Exhibit a Proliferation Defect But Their Pool Is

Not Reduced in Middle-Aged Mice

We have used our recently published FACS strategy [18] to esti-
mate the pools of the different populations of neural progenitors
in young and middle-aged mice along with their proliferation sta-
tus. We estimated 6166 49 LeX1EGFR1 cells, that is, activated
NSCs, in the SVZ of 2-month-old mice, which is in the same order
of magnitude than 5336 17 of activated type B1 cells estimated
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by cumulative BrdU incorporation in GFP:GFAP-positive cells [25].
During aging, the amount of activated NSCs was not altered while
their proliferation status (DNA> 2N) was decreased by 91%. In

addition, the level of LeXbright cells containing quiescent NSCs was
also unaltered during aging. The maintaining of NSC pool with a
reduced proliferation potential is in accordance with a recent

Figure 3. Aging lengthens G1 phase in activated neural stem cells. (A): Videomicroscopy with LeX1EGFR1 and EGFR1 cells sorted from
fluorescence ubiquitination cell cycle indicator-red mice allows the tracking of the G1 phase with red fluorescence whereas the S-G2/M
phases can be deduced when the red fluorescence switches off. (B, C): LeX1EGFR1 cells had a longer G1 phase in middle-aged mice
but presented a similar S/G2/M length. (D, E): Determination of G1 and S/G2/M phase length in EGFR1 cells. Data are represented as
the mean6 SD obtained from analyses of cells isolated from three independent experiments with three to five mice. *, p< .05; ***,
p< .001. Scale bar for microscopy5 10 mm.
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study [26]. On a cytoarchitectural basis, Shook et al. reported on
a loss of pinwheel structures in the SVZ neurogenic niches result-
ing in the decline in the number of ventricle-contacting NSCs
already in middle-aged mice while their mitotic fraction appeared
to be constant during aging [12]. Although they reported this
decrease, the possibility that some NSCs are displaced in the aged
brain and lose their ventricle-contacting cilia is presently
unknown.

A few studies have reported on the stimulation of prolifer-
ation of endogenous NSCs in the SVZ from middle-aged mice
and even from elderly mice using pharmacological compounds
[27, 28]. In addition, physical exercise also stimulates the
recovery of NSC-derived neurospheres in the SVZ of 12-
month-old mice to a level similar to juvenile mice strongly
arguing that endogenous NSCs persist in middle-aged mice
[7]. Furthermore, we have previously shown that NSCs are
still present in the aged brain but secreted inhibitory factor(s)
in the aged microenvironment impact(s) on NSC proliferation
and neurogenesis [16]. These studies sounded well with our
observation that the pool of NSCs remains constant in
middle-aged mice while activated NSCs entered a reversible
quiescent state as suggested previously [8]. Therefore, the
decline in neurogenesis associated with aging of the SVZ
niche appears to be due to an alteration of proliferation of
NSCs rather than an effect on their pools.

G1 Lengthening in NSCs Leads to Neurogenesis

Decline with Aging

There have been few studies that have characterized the cell
cycle length of the different SVZ populations in adult mouse
SVZ either in vivo through incorporation of thymidine analogs
[25] or in vitro [23]. Tropepe et al. have suggested a lengthen-
ing of the cell cycle with aging in the SVZ [6]. Our ex vivo

technique allowed to distinguish the effects of aging on NSCs
versus TACs, pointing out that cell cycle is specifically length-
ened in activated NSCs from middle-aged mice, but not in
TACs. It is noteworthy that the use of FUCCI mice [19] further
allowed us for the first time to measure the G1 phase length
in living NSCs and TACs and therefore to show that the G1
phase was specifically lengthened in activated NSCs but not
in TACs.

The G1 phase is influenced by various cues from the
microenvironment and might impact directly on neurogene-
sis in different pathophysiologic states such as aging or
stress. Accumulating evidences associate the lengthening of
the G1 phase with the commitment of neural progenitors
into differentiation (reviewed in [29]). Contrariwise, the
shortening of the G1 phase has been reported to be asso-
ciated with the expansion of neuronal progenitors after
stroke [30]. In our study, the G1 lengthening appeared
unrelated to cell cycle exit, for example, differentiation,
since LeX1EGFR1 cells undergone subsequent divisions and,
in addition, it was reversible by blockade of TGFb (dis-
cussed thereafter). The observation that activated NSCs
accumulated in G0/G1, that is, increase in FUCCI red (Sup-
porting Information Fig. S3A) and decrease in DNA con-
tent> 2N (Fig. 1G), supports the G1 lengthening in middle-
aged mice and corroborates the age-associated decrease in
neurosphere formation. This accumulation in G0/G1 of acti-
vated NSCs appeared not to be influenced by cdki [21, 22].
Nonetheless, this does not rule out the possibility that

Figure 4. TGF-b is involved in the G1 lengthening in aged neural
stem cells. (A, B): TGF-b1 treatment of LeX1EGFR1 and EGFR1 cells
obtained from young mice lengthens the G1 phase but has no effect
on S/G2/M. (C, D): LeX1EGFR1 and EGFR1 cells were sorted from
middle-aged fluorescence ubiquitination cell cycle indicator-red
mice and TGFb signaling was blocked either by in vivo administra-
tion of anti-TGFb antibody or by in vitro treatment with SB505124,
a selective TGFbRI inhibitor. Data are represented as the mean6 SD
obtained from analyses of cells isolated from two independent
experiments with three to five mice. *, p< .05; ***, p< .001.
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NSCs undergo quiescence with the acquisition of a LeXbright

phenotype. Actually, this accumulation in G0/G1 might also
reflect a definitive NSC cell cycle exit. Indeed, NSCs
appeared to have a limited number of divisions [13, 14] in
the hippocampus where they produce neural progenitors
and ultimately differentiate into astrocytes [31]. Impor-
tantly, the G1 lengthening was directly correlated with a
lower number of progeny in vitro as evidenced by smaller
clones. Therefore, both G1 lengthening and cell cycle exit,
which are not exclusive mechanisms, might be together
the main forces driving the age-related decline in
neurogenesis.

TGFb Is Involved in G1 Lengthening and Reduced

Neurogenesis

We recently reported the expression of TGFb receptor on
both activated NSCs and TACs, and the upregulation of TGFb
in the vascular niche during aging which perturbs neurogene-
sis [16]. TGFb participates in definitive cell cycle exit of NSCs
and TACs through cell death [16]. Whether TGFb induces cell
death through autophagy merits to be examined [32]. More-
over, addition of TGFb in vitro slows the G1 phase for NSCs
and TACs in young adult mice (Fig. 4A). Thus, it was likely that
persistent TGFb expression in aged mice prolongs the G1
phase, thereby reducing cell proliferation. Here, we applied
two suitable approaches to block TGFb signaling [16] and dem-
onstrated that TGFb specifically lengthens the G1 phase in acti-
vated NSCs but not in TACs. The observation that TGFb-
dependent G1 lengthening was observed only in activated
NSCs might be explained by the organization of the SVZ.
Indeed, the NSCs contact blood vessels at sites devoid of peri-
cytes [33] and have access to the increased TGFb1 production
by endothelial cells that is worsen in old brain due to a
decreased coverage of SVZ capillaries with aging [16]. This
hypothesis is strengthened by the fact that in vivo intravenous
administration of anti-TGFb, targeting primarily the vascular
compartment, restored a normal G1 length in activated NSCs.

CONCLUSION

We have shown that the G1 length of young NSCs treated
with TGFb1 does not reach value as high as old NSCs and,

conversely, G1 length of old NSCs treated with anti-TGFb does
not return to value of young NSCs. Therefore, one might envi-
sion that loss of EGFR or Wnt signalings which have been
involved in the defect of NSC proliferation during aging [6, 7,
26] are also involved in the G1 lengthening of NSCs. Interest-
ingly, culture of neural progenitors from human SVZ has been
initiated even in old patients [34], thus it might be advanta-
geous to control the cell cycle in order to improve recovery in
old patients. Our data highlight the importance of NSC cell-
cycle regulation and provide an attractive basis for the devel-
opment of regenerative therapies based on stimulating
endogenous neurogenesis.
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Supplementary Figure Legends 

 

Figure S1: Fluorescence activated cell sorting of NSCs 

Illustration of the five main populations of NSCs and their progeny in the SVZ that have 

been sorted by FACS using LeX, EGFR and CD24 membrane markers as previously 

reported (Daynac et al. 2013). 

 

Figure S2: Neurosphere formation is decreased in aged LeX+EGFR+ cells.  

(A) The number of neurospheres was counted 7 days after plating the sorted LeX+EGFR+ 

and EGFR+ cells obtained from young adult and middle-aged mice. (B) QRT-PCR analyses 

of FACS LeX+EGFR+ and EGFR+ sorted populations show that no loss of EGFR expression 

was observed with aging. Data are represented as the mean ± SD obtained from analyses 

of cells isolated from independent experiments as indicated within bars with 3 to 5 mice. * 

p<0.05; n.s.: not significant.  

 

Figure S3: The percentage of FUCCI positive cells is higher in the middle-aged 

LeX+EGFR+ population but accumulation FUCCI red Cdt1 in vitro is not altered with 

aging. 

(A) FACS analyses prior to culture reveal that the proportion of cells in G1 (FUCCI red-

positive) is higher in middle-aged LeX+EGFR+ cells. (B) The amount of FUCCI red bright 

cells, i.e. cells exiting definitively the cell cycle [24], was determined at the completion of 

videomicroscopy experiments. Data are represented as the mean ± SD obtained from 

analyses of cells isolated from 2 independent experiments with 3 to 5 mice. * p<0.05. 

 

Figure S4: CD24+EGFR+ immature neuroblasts divide more slowly but no cell cycle 

alteration is observed with aging. 

(A-B) The lengths of G1 and of S/G2/M phases were determined for CD24+EGFR+ cells 

obtained from young and middle-aged FUCCI red mice then compared to LeX+EGFR+ and 

EGFR+ cells obtained from young adult mice. Kruskall & Wallis + Dunn’s multiple 

comparisons are shown. Data are represented as the mean ± SD obtained from analyses of 

cells isolated from 2 independent experiments with 3 to 5 mice. * p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001. 

 

 



 

 

Figure S5: Expression of cdki in young and middle-aged LeX+EGFR+ and EGFR+ 

cells. 

The expression of cdki was determined by qRT-PCR on freshly sorted NSCs (A) and TACs 

(B) and it was not altered in middle-aged mice as compared to young mice. Data are 

represented as the mean ± SD obtained from 2-5 independent experiments. ND: not 

detectable. 

 

Figure S6: Expression of TGFβ receptor on young and middle-aged LeX+EGFR+ and 

EGFR+ cells. 

(A) The expression of TGFβRI and RII chains was determined by qRT-PCR on freshly 

sorted EGFR+ and LeX+EGFR+ cells. (B) The binding of TGFβ was determined by flow 

cytometry on EGFR+ and LeX+EGFR+. Data are represented as the mean ± SD obtained 

from 3 to 5 mice. Data for the four groups were compared using Kruskall-Wallis test. * 

p<0.05. 

 

Figure S7: Effects of TGFβ on the differentiation of LeX+EGFR+ and EGFR+ cells. 

Freshly sorted LeX+EGFR+ (A) and EGFR+ (B) cells were differentiated for 7 days in 

DMEM:F12 supplemented with 2% B27 on poly-D lysine in the absence or the presence of 

TGFβ1 (10 ng/ml). Then, triple immunostaining was performed to quantify neuronal 

(doublecortin), astroglial (GFAP) and oligodendrocytic (O4) differentiation. Data are 

represented as the mean ± SD obtained from 3 independent experiments. 
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Supplementary Table 1 : List of primers. 

Target gene Forward Reverse 

Gapdh CCAGTATGACTCCACTCACG GACTCCACGACATACTCAGC 

EGFR ACTGCCATCAGCGGGGACCT GTTCAGGCCAACGACCGCCA 

p16INK4a SA Biosciences PPM04789E-200 

p19INK4d SA Biosciences PPM02897A-200 

p21Cip1 AAGCCTTGATTCTGATGTGGGC TGACGAAGTCAAAGTTCCACC 

p27Kip1 CCCCAGCCTACGCTCCGACT GCGCAGCTCGAGGCTTCAGT 

p57Kip2 AGCAGAACAGCGATGGAACG AAGTTGAAGTCCCAGCGGTT 

p18INK4c CTTGGGGGAACGAGTTGGC GGCAATCTCCGGATTTCCAA 

TGFbRI CCTTTCTGCTGCCCCCTGGC GGGGCACCCCCTACCCCAAT 

TGFbRII GCCCAGAAAGATGCATCCATCCAC GAAGCTTGACCGCACCGCCA 
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Résumé de l’article 3 

 

  Nous venons de voir dans l’article n°2 que le déclin de la neurogenèse 

observé à 12 mois est lié, non pas à une perte des CSN, mais à une réduction de leur 

prolifération. Ces résultats font partie d’une longue liste de travaux qui se sont intéressés 

au vieillissement des niches neurogéniques chez l’adulte au-delà de 12 mois (Seki and 

Arai, 1995; Kuhn et al., 1996; Tropepe et al., 1997; Enwere et al., 2004; Maslov et al., 

2004; Luo et al., 2006; Tanaka et al., 2007; Ben Abdallah et al., 2010; Bouab et al., 2011; 

Shook et al., 2012; Piccin et al., 2014). Cependant, très peu d’études ont étudié les 

modifications précoces des niches neurogéniques. 

 

 Nous avons cherché à savoir dans un premier temps si les populations 

cellulaires neurogéniques de la ZSV adulte étaient modifiées chez des souris âgées de 2-

4-6-9-12 mois. Nous montrons pour la première fois que la perte des progéniteurs 

neuronaux observée à 12 mois est en fait un phénomène qui débute très tôt chez le 

jeune adulte avec dès 4 mois une diminution de plus de 40% du nombre de cellules de la 

progénie neurale. Nous avons ensuite regardé si l’organisation générale de la niche était 

également modifiée au cours du temps. Bien que le nombre total de cellules de la ZSV 

diminue fortement à 4 mois, la proportion de chaque population cellulaire est conservée, 

ce qui n’est pas le cas à 6 mois avec une surreprésentation des CSN par rapport aux 

progéniteurs intermédiaires et neuroblastes. Nous avons donc décidé de nous placer à 2 

mois et à 6 mois pour étudier plus en avant les mécanismes cellulaires associés aux 

changements précoces de la ZSV. 

 

Similairement à ce qui avait été observé à 12 mois (voir l’article 2), nous montrons 

une forte baisse de la prolifération des CSN activées à 6 mois qui s’accompagne d’un 

rallongement spécifique de la durée de la phase G1. Afin de continuer à étudier les 

changements des CSN activées entre 2 mois et 6 mois, nous avons réalisé une étude 

transcriptomique sur des puces Affymetrix MOE430 2.0. L’analyse comparative des 

gènes différentiellement exprimés entre les CSN activées issues de souris âgées de 2 

mois et de 6 mois (p-value < 0,05,  différentiel d’expression > x2, expression > 50) montre 
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la surexpression de 562 gènes à 2 mois et de 483 gènes à 6 mois. De plus, nos analyses 

d’ontogénie génique montrent pour la première fois une claire évolution moléculaire 

précoce dans le cerveau adulte murin à 6 mois. Nous avons ensuite cherché à savoir si les 

modifications transcriptomiques des CSN activées liées au cycle cellulaire corroboraient 

la dérégulation du cycle cellulaire observée ex vivo. De manière intéressante, nous 

montrons que 67,6% des gènes liés au cycle cellulaire sont spécifiques des phases S-

G2/M à 2 mois, tandis qu’à 6 mois 81,3% sont liés à la phase G1. Enfin, nous montrons 

que la voie du TGFβ, qui est impliquée dans le vieillissement de la ZSV à 12 mois (voir 

l’article 2) et à 24 mois (Pineda et al., 2013), est modifiée dès 6 mois, suggérant un rôle 

dans le déclin précoce de la neurogenèse adulte. 

 

En raison du manque de données sur l’évolution précoce de la ZSV adulte et de la 

neurogenèse bulbaire associée dans la littérature, les souris âgées de 2 mois à 6 mois 

sont considérées indifféremment comme de jeunes souris adultes (Hamilton et al, 2013). 

Nos données montrent pour la première fois que de nombreux changements se 

produisent pendant cette période de temps au niveau de la ZSV. Notre étude 

transcriptomique constitue par ailleurs une ressource importante pour l’identification de 

nouveaux réseaux de gènes impliqués dans la régulation de la neurogenèse adulte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Note: en raison de sa taille, la Table S2 n’est pas présentée. 
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Age-related neurogenesis decline 
in the subventricular zone is 
associated with specific cell cycle 
regulation changes in activated 
neural stem cells
Mathieu Daynac1,2,3,4,*, Lise Morizur1,2,3,4,*, Alexandra Chicheportiche1,2,3,4, Marc-
André Mouthon1,2,3,4 & François D. Boussin1,2,3,4

Although neural stem cells (NSCs) sustain continuous neurogenesis throughout the adult lifespan 
of mammals, they progressively exhibit proliferation defects that contribute to a sharp reduction in 
subventricular neurogenesis during aging. However, little is known regarding the early age-related 
events in neurogenic niches. Using a fluorescence-activated cell sorting technique that allows for the 
prospective purification of the main neurogenic populations from the subventricular zone (SVZ), we 
demonstrated an early decline in adult neurogenesis with a dramatic loss of progenitor cells in 4 month-
old young adult mice. Whereas the activated and quiescent NSC pools remained stable up to 12 months, 
the proliferative status of activated NSCs was already altered by 6 months, with an overall extension 
of the cell cycle resulting from a specific lengthening of G1. Whole genome analysis of activated NSCs 
from 2- and 6-month-old mice further revealed distinct transcriptomic and molecular signatures, 
as well as a modulation of the TGFβ signalling pathway. Our microarray study constitutes a cogent 
identification of new molecular players and signalling pathways regulating adult neurogenesis and its 
early modifications.

Neurogenesis occurs throughout the adult lifespan in specific neurogenic zones of the mammalian brain, but 
mainly in the subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricles and the subgranular zone (SGZ) of the hip-
pocampus1,2. Adult neurogenesis within the SVZ is conferred by a stock of quiescent neural stem cells (qNSCs)3 
that can enter the cell cycle and convert into their activated form, expressing the EGFR protein4–8. Activated 
NSCs (aNSCs) successively give rise to transit amplifying cells (TACs)9, immature neuroblasts (Im. Nbs) and 
migrating neuroblasts (Mig. Nbs) that differentiate into neurons once they have reached the olfactory bulbs10,11. 
Most studies agree on a progressive reduction in the number of proliferating progenitor cells in the SGZ and SVZ, 
which explains the dramatic drop in the number of neurons that are produced during aging12–16. Middle-aged 
(12 months) or elderly mice (24 months) have been intensively studied to understand the underlying mecha-
nisms. Although the pool of NSCs remains stable until middle age17,18, NSCs progressively lose their proliferative 
capacities18–20 and enter quiescence16,21. On the other hand, a dramatic loss of progenitor cells is observed with 
aging15,18,22,23. We have previously shown that both pools of qNSCs and aNSCs are maintained until middle age, 
but aNSCs proliferation is affected by a lengthening of their G1 phase through a TGFβ -dependent mechanism, 
leading to a decrease in neurogenesis18,24.

Surprisingly, few studies have investigated early events in the neurogenic niches from young adults. Some 
studies have shown a significant decline in bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation in progenitor cells by 6 
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months, associated with a decrease by half of the number of colonies (neurospheres) produced by SVZ progeni-
tors in vitro13,15.

Novel fluorescent-activated cell sorting (FACS)-based methods allow for the identification and isolation of 
SVZ cells and a better understanding of the evolution of the neurogenic niche during aging4–6,25,26. The cell sur-
face carbohydrate Lewis-X (LeX) has been shown as a potent and reliable marker to label and sort NSCs in the 
adult SVZ5,27–29. Herein, we used our previously published FACS technique5,29 to follow different cell populations 
in the SVZ in 2- to 12-month old mice. We observed that although the NSC pool stayed constant, there was an 
early decrease in the number of progenitor cells and neuroblasts in young adult mice. We demonstrated a specific 
decrease in aNSC proliferation with a lengthening of their G1 phase of the cell cycle as early as 6 months. Finally, 
a microarray analysis using whole-genome arrays showed, for the first time, a clear cellular evolution in aNSCs 
from 2- and 6-month-old mice with distinct transcriptional profiles.

Materials and Methods
Animals.  Two, 4, 6, 9 and 12 month-old C57Bl/6 mice were used in this study. The animals were maintained 
with access to food and water ad libitum in a colony room kept at a constant temperature (19–22 °C) and humidity 
(40–50%) on a 12:12-hour light/dark cycle. For cell cycle analysis, we used mice transgenic for fluorescence ubiq-
uitination cell cycle indicator (FUCCI) chromatin licensing and DNA replication factor 1 (Cdt1)-red (FUCCI-
Red), (Gem)-green (FUCCI-green), or (Cdt1)-red/(Gem)-green30. Animal experiments were approved by 
Comité d’Ethique en Expérimentation Animale, Direction des Sciences du Vivant, CEA (ref 12–034). All experi-
ments were performed in accordance with the European Communities Council Directive of 22th September 2010 
(EC/2010/63).

Preparation of SVZ cells and FACS.  Lateral ventricle walls containing cells from the SVZ were dis-
sected and dissociated as previously described5,29. For DNA content analysis, dissociated cells were incubated 
with the vital DNA marker Hoechst 33342 (Sigma)5,31. The antibodies to identify different cell populations were 
the CD24 phycoerythrin [PE]-conjugated (rat IgG2b; 1:50 BD Biosciences), CD24 phycoerythrin-cyanine7 
[PC7]-conjugated (Rat IgG2b; 1:100 Life Technologies), CD15/LeX fluorescein isothiocyanate [FITC]-conjugated 
(clone MMA, mouse IgM; 1:50 BD Biosciences), mouse anti-human LeX-antibody (1:50 BD Biosciences) and 
Alexa647-conjugated EGF ligand (1:200 Life Technologies), which were incubated as reported5. To perform 
absolute cell counts, single cell suspensions were transferred to tubes containing a calibrated number of fluores-
cent beads (TruCount tubes, BD Biosciences). Prior to FACS sorting with FUCCI-Green mice, LeX-positive and 
LeX-negative fractions were separated using MACS LS separation columns (Miltenyi Biotec). Immediately prior 
to FACS, propidium iodide (PI) or Hoechst 33258 was added to a final concentration of 2 μ g/mL to label the dead 
cells. Cells were analysed on an LSRII (BD Biosciences) and sorted on an INFLUX cell sorter (BD Biosciences) 
as reported5,29. Sorting gates were drawn according to fluorescence-minus-one (FMO)-controls. The data were 
analysed with FlowJo data analysis software (Tree Star, Ashland, OR, USA).

In vitro assays.  For neurosphere cultures, FACS-purified populations were plated at a density of 700 cells/well 
in 24-well tissue culture plates (TPP, Switzerland) for 7 days. Cells were grown in NeuroCult NSC basal medium 
supplemented with a proliferation supplement (STEMCELL Technologies), 2 μ g/mL of heparin, 20 ng/mL  
of EGF and 10 ng/mL of FGF-2 (Sigma). For live cell imaging, freshly sorted cells from FUCCI mice were plated 
at a density of 1–3 ×  103 cells/well on poly-D-Lysine (Sigma)-coated 96-well glass bottom culture plates (MatTek 
Corp., Ashland, MA) in neurosphere medium. Brightfield and fluorescent images for FUCCI fluorescence were 
captured through a Plan Apo VC 20X DIC objective (Numerical Aperture: 0.75) on a Nikon A1R confocal laser 
scanning microscope system attached to an inverted ECLIPSE Ti (Nikon Corp., Tokyo, Japan) maintained at 
37 °C in a 5% CO2 atmosphere. FUCCI Red fluorescence was excited at 561 nm and collected using a 595/50 nm 
filter set. Images were acquired and analysed as previously described18,29.

Determination of BrdU incorporation.  Mice were initially injected intraperitoneally with 100 mg BrdU/kg  
body mass then given BrdU in their drinking water (1 mg/mL BrdU, 1% glucose) for 14 consecutive days until 
sacrifice. Cells were then FACS sorted as described above and plated without mitogens on poly-D-lysine- and 
laminin-coated 8-well glass slides (Millicell) for 2 hours and then fixed in 2% paraformaldehyde. For BrdU 
detection, cells were permeabilized for 5 minutes at RT in 0.5% Triton X-100 PBS. Incubation in blocking solu-
tion (PBS, 0.05% Tween 20, 4% BSA) at 37 °C for 1 hour was followed by a 30-minute incubation at 37 °C with 
anti-BrdU at 1/150 (GE Healthcare) in DNase incubation buffer (0.5X PBS, 30 mM Tris-HCl pH 8, 0.3 mM 
MgCl2, 0.5 mM 2-mercaptoethanol, 0.5% BSA and 10 μ g/mL DNase I). After several washes, cells were incubated 
with an Alexa fluor-conjugated donkey secondary antibody at 1:500 (Invitrogen).

RNA isolation, amplification and hybridization to microarray.  Sorted cells from 4 independent 
experiments were immediately lysed in RLT buffer (QIAGEN), and total RNA was isolated with the RNeasy 
Micro Kit (Qiagen) with DNase treatment according to the manufacturer’s instructions. cDNA was synthesized 
and amplified using the Ovation Pico WTA System (NuGEN) before being hybridized on Affymetrix MOE430 
2.0 arrays (45,000 probe sets) according to the Affymetrix standard protocols at PartnerShip (Evry, France). The 
data were quality controlled with the Expression Console software (Affymetrix) following normalization with the 
MAS5 algorithm.

Data normalization and statistical analyses.  Microarray data were normalized with GC-robust 
multi-array analysis (GC-RMA) using log2 transformed expression levels in Genespring GX12. Differentially 
expressed probes were filtered by an average expression greater than 50 in at least 1 population, a differential 
expression of at least 2-fold and a Student’s t-test p-value <  0.05. A statistical overrepresentation analysis of GO 
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biological processes (p <  0.05) was performed with PANTHER software (http://www.pantherdb.org) using bino-
mial statistics with Bonferroni correction. For hierarchical clustering, expression values for all biological rep-
licates were clustered using Pearson correlation (centred) and complete linkage. The expression levels among 
differentially expressed probes that map to the same gene were averaged in heat maps depicting gene expression 
changes between aNSCs from 2- and 6-month old mice.

Statistical analyses.  Non-parametric Mann-Whitney test was conducted using StatView5 software (SAS 
Institute Inc., Cary, NC). Significance was set at p <  0.05. The data are expressed as the mean ±  SEM.

Results
Early loss of progenitors from the SVZ starts at 4 months of age.  Although it is now well known 
that SVZ neurogenesis decreases in the aging adult mouse brain13,16,18,23, its early decline with age and the under-
lying molecular mechanisms have not been elucidated to date. To accurately determine the progression of SVZ 
neurogenesis with age, we quantified NSCs and their progeny by FACS at 2 (young adult), 4, 6, 9 and 12 months 
(middle-aged) based on the detection of 3 different cell surface markers, LeX, CD24 and EGFR, as previously 
reported5,18,29. These markers allow for the identification of the following 5 neurogenic cell populations (Fig. 1A; 
for clarity, the negative markers are not indicated): (i) LeXbright cells, i.e., qNSCs; (ii) LeX+ EGFR+ cells, i.e., 
aNSCs; (iii) EGFR+ cells, i.e., TACs; (iv) EGFR+ CD24+, i.e., Im. Nbs; and (v) CD24+, i.e., Mig. Nbs. As shown 
in Fig. 1B,C, both the pools of qNSCs and aNSCs remained stable with age in the mouse SVZ, consistent with 
previous reports16,18,21. In contrast, the cell fractions containing their progeny decreased constantly from 2 to 12 
months. Surprisingly, the absolute numbers of TACs, Im. Nbs and Mig. Nbs were already decreased at 4 months 

Figure 1.  Decrease in the number of progenitor cells in the SVZ starts at 4 months. (A) LeX/EGFR/CD24 
triple staining strategy allowing the purification of the main neurogenic populations from the adult SVZ as 
previously reported5. (B–F) Quantification of the 5 different SVZ populations of NSCs and their progeny by 
FACS using TrueCount microbead-calibrated tubes on mice aged 2 to 12 months. The data are represented as 
the mean ±  SEM and were obtained from at least 4 independent mice for each time point. *p <  0.05, **p <  0.01, 
***p <  0.001.

http://www.pantherdb.org
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compared with 2 months by 39.0%, 53.8% and 50.5%, respectively (Fig. 1D–F). To evaluate the overall changes 
that occur within the SVZ niche, we quantified the proportion of each cellular population relative to the total 
number of cells in the SVZ (Fig. S1). Despite the sharp decrease in size of the SVZ at 4 months (Fig. S1A), the 
niche organization was relatively preserved except for a small decrease in the proportion of Im.Nbs (Fig. S1E). In 
contrast, the niche was dramatically altered after 6 months of age with a progressive over-representation of stem 
cells compared to progenitors and neuroblasts (Fig. S1B–F).

Together, these data show that the decrease in SVZ neurogenesis is a continuous process that starts very early 
during the adult mouse life, which progressively reduces the production of TACs and Nbs, whereas the NSC pool 
remains stable.

The activated NSC cell cycle is altered at 6 months.  To investigate further into the mechanism of 
neurogenesis disruption in young adults, we first compared the cell cycle status of the SVZ cell populations from 
2- and 6-month-old mice by determining the S-G2/M fraction (DNA content >  2N) using the vital DNA marker 
Hoechst 3334231. In accordance with their quiescent status, LeXbright cells had a low percentage of cells in the 
S-G2/M phase regardless of age (Fig. 2A). Strikingly, the percentage of cycling LeX+ EGFR+ cells was dramatically 
reduced by 6 months (Fig. 2B), whereas that of the EGFR+, CD24+ EGFR+, and CD24+ populations remained 
somehow stable or were moderately altered (Fig. 2C–E)18. Importantly, this decrease in aNSC proliferation was 
not associated with a permanent exit of the cell cycle as revealed by 14-day BrdU administration experiments 
(Fig. S2). Indeed, similar percentages of BrdU-positive cells were found among LeX+ EGFR+ cells at 2 and 6 
months (Fig. S2).

We then used a colony-forming neurosphere assay32 to determine whether the decreased numbers of TACs at 
6 months was related to a change in the clonogenic capacity of aNSCs and/or TACs. Interestingly, the quantifica-
tion of primary neurospheres generated from LeX+ EGFR+ -sorted cells at 2 and 6 months showed no significant 
difference, confirming the absence of cell cycle exit of aNSCs at 6 months (Fig. S3).

We thus further investigated whether LeX+ EGFR+ cells had a defect in cell cycle progression using time-lapse 
video microscopy. Cell cycle lengths were determined during the second division after cell plating, taking advan-
tage of culture conditions that maintain the cells in an undifferentiated state, i.e., in the presence of EGF and 
FGF218,29,33. The cell cycle length of EGFR+ cells (TACs) was not altered between 2 and 6 months (Fig. 2F), leading 

Figure 2.  NSCs specifically exhibit proliferation defects at 6 months. (A–E) Proliferation status (S-G2/M 
%) of the SVZ populations of 2- and 6-month-old mice was determined by DNA content analysis using 
the vital DNA marker Hoechst 33342. (F) The length of the second division was determined by time-lapse 
videomicroscopy. (G) Colony size was measured 4 days after plating and provides an estimate of the amount 
of generated cells. The data are presented as the mean ±  SEM and were obtained from at least 4 independent 
mice (A–E) and isolated cells from 2 independent groups of 3 to 5 mice (F–G) for each time point. *p <  0.05, 
**p <  0.01, ***p <  0.001.
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to colonies with comparable sizes 4 days after plating (Fig. 2G). In contrast, the division of LeX+ EGFR+ cells 
(aNSCs) was lengthened by more than 3 hours in 6 month-old mice compared with 2-month-old mice (Fig. 2F; 
12.6 ±  0.3 vs. 15.8 ±  0.7 hours, respectively), leading to significantly smaller colonies (Fig. 2G).

Specific G1 lengthening in activated NSCs at 6 months.  To explore the cell cycle of aNSCs and TACs 
in more detail, we used Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle Indicator (FUCCI) mice18,29,30. FUCCI-Red cells 
allow for the visualization of the G1 phase through a G1 specific red-Cdt1 reporter, whereas FUCCI-Green cells 
exhibit green-fluorescent S-G2/M phases30. We found that a specific increase in the percentage of LeX+ EGFR+ 
cells in G1 (FUCCI-Red cells) was associated with a decrease of the S-G2/M fraction (FUCCI-Green cells) in 
6-month-old mice compared with 2-month-old mice (Fig. 3A). As expected, these cell cycle alterations were not 
observed in EGFR+ cells (Fig. 3B).

Sorted cells from the FUCCI-Red mice were then plated under adherent conditions to visualize the cell-cycle 
phases at a single-cell level. A specific G1 lengthening was observed in LeX+ EGFR+ cells, rising from 4.8 ±  0.2 
to 7.3 ±  0.3 hours at 2 and 6 months, respectively (Fig. 3C,F), whereas the S-G2/M phase was found unchanged 
(Fig. 3E). Again, no difference was observed between the EGFR+ cells from 2- and 6-month-old mice (Fig. 3D–F), 
confirming the lack of change in the proliferative capacities of TACs, even though the pool of these cells is dra-
matically reduced by 6 months.

The overall lengthening of the cell cycle observed in aNSCs at 6 months (Fig. 2F) nicely correlates with their 
increased percentage of FUCCI-red cells (Fig. 3A) and with the increased length of their G1 phase (Fig. 3F). Our 
results therefore hint at a causal factor that arises from cell cycle changes within the aNSC pool but not in their 
progeny, leading to a progressive neurogenesis decline. We previously reported proliferative defects coupled with 
G1 lengthening in aNSCs from 12-month-old mice18. To our knowledge, it is the first study to report such altera-
tions as early as 6 months.

Distinct molecular signature of 6 month-old aNSCs: modulation of the cell cycle machinery 
and the TGFβ signalling pathway.  To investigate the molecular mechanisms occurring in aNSCs that 
may cause the progressive decline in neurogenesis in the young adult, we performed a microarray analysis using 
whole-genome Affymetrix MOE430 2.0 arrays on LeX+ EGFR+ cells sorted from 2-month-old and 6-month-old 
mice. The comparative gene expression profile revealed an altered expression of 1,045 genes (Fig. 4A). The result-
ing set of LeX+ EGFR+ -enriched genes in 2-month-old mice included 562 genes (601 probe sets, Table S1), 
whereas 483 genes were upregulated at 6 months (560 probe sets, supplementary dataset 1). Hierarchical cluster-
ing of the expression data from all of the biological replicates resulted in the separation of the two cell populations 
(Fig. 4B), highlighting the distinct transcriptomic signature of 6-month-old LeX+ EGFR+ cells.

A Gene Ontology (GO) term analysis was then performed using a statistical overrepresentation test in 
PANTHER with Bonferroni correction34 to identify GO terms associated with each cellular state. As expected due 
to their highly proliferative status, the LeX+ EGFR+ cells from young mice were enriched in the GO categories of 
“cell cycle” and “regulation of transcription”6,35 (Fig. 4C; see supplementary dataset 2 for the complete list of GO 
terms and associated p-values). Moreover, the LeX+ EGFR+ cells from 6-month-old mice showed an overrep-
resentation of processes such as “negative regulation of neurogenesis” and “regulation of cell proliferation”, which 
was consistent with the modification of the neurogenic and proliferative properties of aNSCs described above 
(Fig. 4D; see supplementary dataset 2). In addition, several significantly enriched GO categories were linked to 
differentiation processes at 6 months (Fig. 4D).

We then investigated whether the cell cycle-related transcriptomic changes between 2- and 6-month-old 
aNSCs corroborated the cell cycle alterations observed ex vivo at 6 months. Among the differentially expressed 
genes associated with the cell cycle, 50 have literature references to specific phases, including the G1/S transition, 
the S phase, the G2-M phases or the M-G1 phases (Fig. 5A,B)36–38. Note that a majority of the genes was assigned 
to 2 consecutive phases, such as M-G1, as their transcripts were previously found to be persistently expressed 
over 2 distinct phases of the cell cycle36,37. Interestingly, we found that 67.6% of the cell cycle genes enriched in 
LeX+ EGFR+ cells from 2-month-old mice were linked to the S-G2/M phase (Fig. 5A) in accordance with their 
proliferative status, as shown above (Figs 2B and 3B). On the other hand, a large majority (81.3%) of the 6-month 
enriched cell cycle genes were associated with the G1 phase (Fig. 5A,B), which is also in concordance with the G1 
lengthening observed at 6 months in the LeX+ EGFR+ cells (Fig. 3). Finally, the enrichment in transcripts linked 
to the G1/S transition in aNSCs from the 2-month-old mice further correlated with the altered cell-cycle dynam-
ics of aNSCs at 6 months (Fig. 5A).

We have recently demonstrated an increase in TGFβ 1 secretion in the aged (12–24 month-old) mouse SVZ 
that negatively impacts NSC proliferation, whereas a selective blockade of TGFβ  signalling restores neurogene-
sis in aged mice18,24. TGFβ  signalling in NSCs was thus shown as a key player in the regulation of neurogenesis 
during aging through inhibitory signals. We investigated whether this pathway was also modulated between 
cells isolated from 2- and 6-month-old mice. Consistent with the modulation of the TGFβ  signalling pathway, 
transcripts of the genes in this pathway were upregulated in LeX+ EGFR+ cells isolated from 6-month-old mice 
(Fig. 5C). For example, TGFβ R3 is overexpressed by aNSCs at 6 months in association with an endogenous over-
expression of TGFβ 2, suggesting a possible autocrine mechanism linked to the TGFβ  signalling in aNSCs that 
could be involved in their lengthening of G1. HtrA1, which is a member of the HtrA serine protease family, has 
the ability to repress TGFβ  signalling39,40 and has been shown to promote TGFβ 1 degradation41. Interestingly, 
HtrA1 is upregulated at 6 months and could therefore counteract, to some extent, the role of TGFβ  in age-related 
neurogenesis decline.

Our microarray analysis corroborates the cell cycle lengthening observed ex vivo and in vitro in aNSCs from 
young adult mice. Our analysis also suggests that the modulation of the TGFβ  signalling pathway occurs earlier 
than previously anticipated, hinting at its potential role in an early neurogenesis decline.
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Discussion
Our study demonstrates that one of the first main events leading to a major decrease in the number of SVZ progen-
itor cells and, consequently, adult neurogenesis occurs between 2 and 6 months in mice and is related to a deregula-
tion of the NSC cell cycle machinery. Although the pools of TACs and Im. Nbs are already reduced by 4 months, no 
change in their proliferative capacities was observed, hinting at a causal factor arising from the aNSC pool. Indeed, 
aNSCs specifically exhibit a proliferation deficit with the lengthening of their G1 phase, resulting in the decrease 
of progenitor cells at 6 months. Our gene expression profile analysis reveals their distinct transcriptomic signature 
compared with their 2-month-old counterparts and the modulation of the TGFβ  signalling pathway. Together, 

Figure 3.  G1 lengthening in activated NSCs at 6 months. FUCCI mice (red and green fluorescent) were 
used to evidence an increase of the G1 proportion (FUCCI-Red cells) associated with a decrease of the S-G2/M 
proportion (FUCCI-green cells) specifically in (A) LeX+ EGFR+ cells, but not in (B) EGFR+ cells in 6-month-
old mice. Videomicroscopy of (C) LeX+ EGFR+ and (D) EGFR+ cells sorted from FUCCI-Red mice allowing 
the tracking of the G1 phase with red fluorescence and the S-G2/M phase (colourless). (E) LeX+ EGFR+ and 
EGFR+ cells presented a similar S-G2/M phase length at 6 months, whereas (F) LeX+ EGFR+ cells had a longer 
G1 phase. The data are presented as the mean ±  SEM and were obtained from analyses of cells isolated from at 
least 3 independent mice (A,B) and isolated cells from 2 independent groups of 3 to 5 mice (C–F) for each time 
point. *p <  0.05, ***p <  0.001. Scale bar for microscopy, 10 μ m.
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our data highlight the importance of the NSC cell cycle regulation across the adult lifespan in mice and provide 
an attractive data resource for the development of regenerative therapies based on stimulating endogenous NSCs.

Alteration of activated NSC proliferation is a main event leading to early neurogenesis 
decline.  The recent emergence of FACS strategies has allowed the isolation and characterization of the differ-
ent cell populations of the SVZ4–6,8,25,26. Using our published FACS method that allows for the characterization of 
5 main neurogenic populations from the SVZ niche5,29, we showed that the pools of qNSCs and aNSCs were rela-
tively stable until 12 months, in contrast to those of progenitor cells, which drastically decreased. Few studies have 
reported an alteration of NSCs within the first months, and they agree on the fact that the pool of NSCs is not 
altered between 2 and 6 months, either by FACS or pinwheel counting (present study16,23). Consistent with our 
results, and based on NSC apical GFAP-expressing process across the ventricle surface in a “pinwheel architec-
ture”42, Shook et al. reported that the number of NSCs/mm2 is stable between 3 months and 6 months23. Similarly, 
reduced neurogenesis during aging in the adult hippocampus has been linked to an overall reduction of NSC 
proliferation rather than a loss of NSCs21. However, compelling evidence indicate that the pool of NSCs is reduced 
in elderly mice (24 month-old)43 suggesting that it is irreversibly depleted between middle-aged and elderly mice.

Few studies have explored the cell cycle of NSCs and their progenitors in the adult mouse brain in vivo44 
or in vitro18,33. Our study shows that major intrinsic changes in the proliferation of aNSCs occur as early as 
6 months within the SVZ. Indeed, combining acute FACS sorting and the use of FUCCI mice coupled with 
time-lapse video microscopy demonstrates for the first time that the cell cycle lengthening observed at 6 months 
is specific to aNSCs and not TACs and only impacts the G1 phase of the cell cycle. While the total cell cycle 
length of TACs is not altered a higher proportion of cells are in S-G2/M phase, probably to compensate the large 
decrease in aNSC proliferation (Fig. 2B,C). The aNSC G1 lengthening is progressive, as the cell cycle is lengthened 
by 3 hours between 2- and 6-month-old mice (present study) and by 6.5 hours between 2- and 12-month-old 
mice18. Moreover, despite evidence that associates the G1 lengthening in neural progenitors with a differentiation 
commitment during brain development45, in our study, the observed aNSC G1 lengthening was not associated 
with differentiation as only cells undergoing subsequent divisions were analysed, and thus, not cells exiting the 
cell cycle. Therefore, this G1 lengthening apparent by 6 months is specific to proliferative NSCs and results in a 
slowing down of the cell cycle, decreasing the number of generated cells. Our transcriptomic analysis of 2- and 
6-month-old aNSCs further corroborated the cell cycle alterations observed at 6 months as a large majority of the 
genes enriched at 6 months and linked to the cell cycle were G1-specific genes, in contrast to those at 2 months. 
Our analysis also sheds light on a transcriptional signature of aNSCs at 6 months, at which significant changes 

Figure 4.  Microarray analysis reveals a distinct molecular signature of activated NSCs at 6 months.  
(A) Volcano plot of differentially expressed probesets in LeX+ EGFR+ cells from 2- (orange) and 6-month-old 
(purple) mice. (B) Hierarchical clustering of the expression data from all the biological replicates shows high 
reproducibility of the sortings and distinct transcriptional signature of LeX+ EGFR+ cells from 6-month-old 
mice. (C,D) Selected sets of significantly enriched GO categories using a statistical overrepresentation test for 
differentially expressed genes (p <  0.05) in (C) 2- and (D) 6-month-old LeX+EGFR+ cells.



www.nature.com/scientificreports/

8Scientific Reports | 6:21505 | DOI: 10.1038/srep21505

Figure 5.  Genes implicated in the cell cycle regulation and the TGFβ pathway are modulated at 6 months in 
activated NSCs. Heat maps showing differences in transcript levels in LeX+EGFR+ cells from 2- and 6-month-
old mice. Blue colour indicates low expression, and red indicates high expression (log2 scale). Replicate samples 
are shown for each group. (A,B) Cell cycle specific transcripts were classified by the cell cycle phase according to 
either aWhitfield et al.36, bBar-Joseph et al.37 or cIshida et al.38. (B) Modulation of the TGFβ  pathway.
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are associated with cellular functions and pathways previously shown to play key roles in the regulation of neu-
rogenesis within the SVZ.

Pathways involved in early alteration of aNSCs.  We recently reported an overproduction of TGFβ 1 
by the vascular niche in middle-aged mice, which leads to a neurogenesis decline that can be counteracted by 
selective anti-TGFβ  blockage24. Using two different anti-TGFβ  approaches to block TGFβ  signalling, we demon-
strated that TGFβ  specifically lengthens the G1 phase in aNSCs but not in TACs from middle-aged mice18. The 
modulation of the expression of several actors of the TGFβ  pathway observed here at 6 months in aNSCs suggests 
that this pathway could play a key role in the progressive loss of progenitor cells very early in the young adult. 
Unexpectedly, our transcriptomic analysis also suggests a possible autocrine regulation through the synthesis of 
TGFβ 2 in aNSCs. Importantly, the maintenance of the aNSC pool over time and previous results on anti-TGFβ  
strategies suggest that aNSCs can be recruited to stimulate neurogenesis16,18,21. Our transcriptomic data could 
therefore help identify the signalling pathways that are altered with age in aNSCs, which may serve as future in 
vivo drug candidates in the context of aging and regenerative therapies based on stimulating endogenous NSCs. 
Due to the lack of data on early aging of SVZ neurogenesis, review articles have been forced to classify 2- and 
6-month-old mice as “young adults”46. We suggest here that many dramatic changes happen during that time 
period at the stem cell level, making it necessary to study the early aging of neurogenic niches within the adult 
mammalian brain in more detail.

In summary, the neurogenesis decline observed during aging is a progressive process starting in the young 
adult mouse and is not caused by a loss of NSCs within the SVZ, as the pools of aNSCs and qNSCs remain stable 
with age. Instead, their progeny is dramatically reduced by the age of 4 months. Interestingly we report similar 
proliferative properties of TACs and Nbs at 2 and 6 months, whereas aNSCs exhibit a specific G1 lengthening at 
6 months, a finding corroborated by our transcriptional study. Our study provides a solid data-resource for the 
identification of gene regulatory networks implicated in the regulation of adult neurogenesis.
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Supplementary Figure Legends 

 

Figure S1. Decrease in total SVZ cell number with aging is associated with a disorganization of the niche. 

(A) Evolution of the total number of cells in the SVZ during aging. (B-F) Quantification of the proportion of the 

main neurogenic populations relative to the total number of cells in the SVZ in mice aged 2 to 12 months. The 

data are represented as the mean±SEM and were obtained from at least 4 independent mice for each time point. 

* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 

 

Figure S2. No permanent cell cycle exit at 6 months for activated NSCs and TACs. 

Frequency of BrdU-positive LeX+EGFR+ and EGFR+ cells following a 14-day BrdU administration in 2- and 6-

month-old mice (n=3, mean±SEM). 

 

Figure S3. Neurosphere formation of activated NSCs and TACs is not altered at 6 months.  

The number of primary neurospheres was counted 7 days after plating LeX+EGFR+ and EGFR+ sorted cells 

from 2- and 6-month-old mice in the presence of EGF and FGF-2 (n=4, mean±SEM). 

  

 

 

 

Supplementary dataset legends (supplementary .xls files) 

 

Table S1: Overrepresentation test and related GO categories of genes enriched in aNSCs from 2 month-

old vs 6 months-old mice 

 

Table S2: List of genes enriched in aNSCs from 2 month-old vs 6 months-old mice 
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2 months-enriched genes: overrepresentation test and related GO categories

GO Ontology database  Released 2015-02-17

GO biological process complete
Mus 

musculus
Box Input

Box Input 

(expected)

over(+) or under(-) -representation of 

the GO category

Fold 

Enrichment
p-value

Unclassified 1670 8 34.34 - .23 0.00E00

cellular macromolecule metabolic process 5022 199 103.26 + 1.93 2.03E-19

macromolecule metabolic process 5628 213 115.72 + 1.84 5.87E-19

metabolic process 7721 257 158.75 + 1.62 4.20E-17

cellular metabolic process 6634 232 136.40 + 1.70 5.71E-17

organic substance metabolic process 7108 242 146.15 + 1.66 1.26E-16

primary metabolic process 6824 228 140.31 + 1.62 7.26E-14

heterocycle metabolic process 3447 144 70.87 + 2.03 7.66E-14

gene expression 2541 118 52.25 + 2.26 1.07E-13

cellular nitrogen compound metabolic process 3579 147 73.59 + 2.00 1.31E-13

nucleic acid metabolic process 2954 129 60.74 + 2.12 2.60E-13

cellular aromatic compound metabolic process 3479 142 71.53 + 1.99 1.05E-12

nitrogen compound metabolic process 3902 152 80.23 + 1.89 3.18E-12

organic cyclic compound metabolic process 3667 145 75.40 + 1.92 6.30E-12

nucleobase-containing compound metabolic process 3310 135 68.06 + 1.98 8.97E-12

RNA metabolic process 2536 111 52.14 + 2.13 7.81E-11

G-protein coupled receptor signaling pathway 1843 3 37.89 -  < 0.2 5.87E-10

macromolecule biosynthetic process 2612 109 53.71 + 2.03 3.22E-09

cellular macromolecule biosynthetic process 2589 108 53.23 + 2.03 4.37E-09

cellular biosynthetic process 3255 126 66.93 + 1.88 5.16E-09

organic substance biosynthetic process 3350 127 68.88 + 1.84 1.73E-08

biosynthetic process 3416 127 70.24 + 1.81 6.62E-08

cellular process 12735 331 261.85 + 1.26 1.15E-07

cellular component organization or biogenesis 4054 141 83.35 + 1.69 3.63E-07

detection of stimulus 1267 1 26.05 -  < 0.2 4.53E-07

cellular component organization 3922 137 80.64 + 1.70 5.87E-07

cellular nitrogen compound biosynthetic process 2229 92 45.83 + 2.01 6.35E-07

heterocycle biosynthetic process 2183 90 44.89 + 2.01 1.14E-06

organelle organization 2367 95 48.67 + 1.95 1.28E-06

sensory perception of chemical stimulus 1197 1 24.61 -  < 0.2 1.96E-06

cell surface receptor signaling pathway 3037 22 62.44 - .35 3.04E-06

detection of stimulus involved in sensory perception 1174 1 24.14 -  < 0.2 3.17E-06

cellular protein metabolic process 2441 95 50.19 + 1.89 6.34E-06

aromatic compound biosynthetic process 2190 88 45.03 + 1.95 6.74E-06

system process 2190 12 45.03 - .27 1.04E-05

organic cyclic compound biosynthetic process 2290 90 47.09 + 1.91 1.23E-05

sensory perception 1526 5 31.38 -  < 0.2 2.23E-05

cell cycle 983 50 20.21 + 2.47 4.35E-05

transcription, DNA-templated 1894 77 38.94 + 1.98 5.75E-05

nucleic acid-templated transcription 1895 77 38.96 + 1.98 5.88E-05

protein metabolic process 3086 109 63.45 + 1.72 5.92E-05

RNA biosynthetic process 1902 77 39.11 + 1.97 6.88E-05

neurological system process 1825 9 37.52 - .24 7.24E-05

regulation of primary metabolic process 4493 143 92.38 + 1.55 1.11E-04

nucleobase-containing compound biosynthetic process 2121 82 43.61 + 1.88 1.58E-04

macromolecule modification 2026 79 41.66 + 1.90 2.11E-04

biological_process 20605 450 423.66 + 1.06 2.37E-04

regulation of macromolecule metabolic process 4558 143 93.72 + 1.53 2.80E-04

regulation of cellular metabolic process 4692 146 96.47 + 1.51 3.14E-04

regulation of transcription, DNA-templated 2802 99 57.61 + 1.72 3.53E-04

regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 3155 108 64.87 + 1.66 3.68E-04

regulation of nucleic acid-templated transcription 2816 99 57.90 + 1.71 4.49E-04

regulation of nitrogen compound metabolic process 3213 109 66.06 + 1.65 4.97E-04

regulation of RNA biosynthetic process 2822 99 58.02 + 1.71 4.97E-04

single-organism organelle organization 1643 67 33.78 + 1.98 5.64E-04

regulation of RNA metabolic process 2907 101 59.77 + 1.69 5.64E-04

regulation of cellular macromolecule biosynthetic process 3067 104 63.06 + 1.65 1.13E-03

chromosome organization 748 39 15.38 + 2.54 1.21E-03

DNA metabolic process 602 34 12.38 + 2.75 1.29E-03

regulation of metabolic process 5228 156 107.49 + 1.45 1.33E-03

cell cycle process 724 38 14.89 + 2.55 1.49E-03

regulation of gene expression 3365 111 69.19 + 1.60 1.53E-03

mitotic cell cycle process 482 29 9.91 + 2.93 3.02E-03

cellular localization 1674 65 34.42 + 1.89 4.99E-03

macromolecular complex subunit organization 1647 64 33.86 + 1.89 5.99E-03

regulation of cellular biosynthetic process 3299 107 67.83 + 1.58 6.17E-03

regulation of macromolecule biosynthetic process 3182 104 65.43 + 1.59 6.50E-03

mitotic cell cycle 502 29 10.32 + 2.81 6.76E-03

cellular protein modification process 1921 71 39.50 + 1.80 8.50E-03

protein modification process 1921 71 39.50 + 1.80 8.50E-03

regulation of organelle organization 750 37 15.42 + 2.40 9.22E-03

regulation of chromosome segregation 50 9 1.03 +  > 5 9.31E-03

negative regulation of cellular macromolecule biosynthetic process 1045 46 21.49 + 2.14 1.03E-02

negative regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 1090 47 22.41 + 2.10 1.37E-02

regulation of biosynthetic process 3372 107 69.33 + 1.54 1.71E-02

negative regulation of nitrogen compound metabolic process 1112 47 22.86 + 2.06 2.32E-02

negative regulation of macromolecule biosynthetic process 1101 46 22.64 + 2.03 3.99E-02

chromatin modification 468 26 9.62 + 2.70 4.87E-02



6 months-enriched genes: overrepresentation test and related GO categories

GO Ontology database  Released 2015-02-17

GO biological process complete
Mus 

musculus
Box Input

Box Input 

(expected)

over(+) or under(-) -representation of 

the GO category

Fold 

Enrichment
p-value

Unclassified 1670 17 31.64 - .54 0.00E00

system development 3372 139 63.88 + 2.18 4.56E-16

anatomical structure development 3976 152 75.33 + 2.02 4.24E-15

single-organism process 11794 312 223.44 + 1.40 4.84E-15

developmental process 4486 164 84.99 + 1.93 6.00E-15

single-organism developmental process 4464 163 84.57 + 1.93 9.33E-15

multicellular organismal development 3918 148 74.23 + 1.99 4.86E-14

positive regulation of biological process 4349 156 82.39 + 1.89 4.48E-13

nervous system development 1701 84 32.23 + 2.61 4.74E-12

regulation of multicellular organismal process 2235 98 42.34 + 2.31 1.97E-11

single-organism cellular process 10395 277 196.93 + 1.41 2.33E-11

regulation of response to stimulus 2713 109 51.40 + 2.12 1.22E-10

cellular process 12735 315 241.26 + 1.31 4.28E-10

negative regulation of biological process 3888 136 73.66 + 1.85 9.76E-10

neurogenesis 1275 66 24.15 + 2.73 1.30E-09

positive regulation of cellular process 3870 135 73.32 + 1.84 1.55E-09

negative regulation of cellular process 3561 127 67.46 + 1.88 2.41E-09

localization 3958 136 74.98 + 1.81 3.78E-09

single-multicellular organism process 5905 180 111.87 + 1.61 4.10E-09

regulation of cellular component organization 1734 78 32.85 + 2.37 7.48E-09

biological regulation 10168 265 192.63 + 1.38 7.67E-09

multicellular organismal process 6071 181 115.02 + 1.57 2.63E-08

regulation of developmental process 1968 83 37.28 + 2.23 3.36E-08

regulation of signaling 2385 94 45.18 + 2.08 4.01E-08

regulation of cell communication 2392 94 45.32 + 2.07 4.72E-08

gliogenesis 162 21 3.07 +  > 5 8.65E-08

single-organism localization 2536 97 48.04 + 2.02 9.04E-08

regulation of signal transduction 2095 85 39.69 + 2.14 1.28E-07

single-organism transport 2338 91 44.29 + 2.05 1.88E-07

cellular developmental process 3091 110 58.56 + 1.88 2.05E-07

cell differentiation 2942 106 55.74 + 1.90 2.63E-07

regulation of biological process 9743 251 184.58 + 1.36 4.27E-07

glial cell differentiation 126 18 2.39 +  > 5 5.53E-07

establishment of localization 3187 111 60.38 + 1.84 5.94E-07

transport 3085 108 58.45 + 1.85 8.79E-07

ion transport 1051 53 19.91 + 2.66 1.05E-06

generation of neurons 1198 57 22.70 + 2.51 1.71E-06

cellular component organization 3922 127 74.30 + 1.71 1.80E-06

anion transport 423 31 8.01 + 3.87 2.09E-06

oligodendrocyte differentiation 50 12 .95 +  > 5 2.80E-06

positive regulation of response to stimulus 1459 64 27.64 + 2.32 3.11E-06

regulation of localization 1986 78 37.62 + 2.07 4.65E-06

cell development 1404 62 26.60 + 2.33 4.69E-06

negative regulation of signaling 971 49 18.40 + 2.66 5.40E-06

negative regulation of cell communication 974 49 18.45 + 2.66 5.97E-06

cellular component organization or biogenesis 4054 128 76.80 + 1.67 7.56E-06

glial cell development 69 13 1.31 +  > 5 9.43E-06

negative regulation of signal transduction 862 45 16.33 + 2.76 1.02E-05

regulation of biological quality 2450 89 46.42 + 1.92 1.06E-05

negative regulation of response to stimulus 1098 52 20.80 + 2.50 1.34E-05

regulation of cellular process 9322 237 176.61 + 1.34 1.63E-05

positive regulation of metabolic process 2672 94 50.62 + 1.86 1.64E-05

organic anion transport 289 24 5.48 + 4.38 2.14E-05

regulation of cell differentiation 1405 60 26.62 + 2.25 3.15E-05

detection of chemical stimulus 1146 1 21.71 -  < 0.2 3.51E-05

organ development 2466 87 46.72 + 1.86 6.75E-05

ensheathment of neurons 83 13 1.57 +  > 5 8.20E-05

axon ensheathment 83 13 1.57 +  > 5 8.20E-05

anatomical structure morphogenesis 1894 72 35.88 + 2.01 9.18E-05

response to stress 2297 82 43.52 + 1.88 1.20E-04

negative regulation of multicellular organismal process 904 44 17.13 + 2.57 1.21E-04

regulation of multicellular organismal development 1473 60 27.91 + 2.15 1.71E-04

central nervous system development 638 35 12.09 + 2.90 2.31E-04

regulation of intracellular signal transduction 1306 55 24.74 + 2.22 2.39E-04



regulation of neurogenesis 609 34 11.54 + 2.95 2.42E-04

detection of stimulus involved in sensory perception 1174 2 22.24 -  < 0.2 2.51E-04

positive regulation of cellular metabolic process 2339 82 44.31 + 1.85 2.64E-04

regulation of cell morphogenesis 417 27 7.90 + 3.42 3.71E-04

regulation of molecular function 1929 71 36.54 + 1.94 4.19E-04

cellular lipid metabolic process 686 36 13.00 + 2.77 4.32E-04

response to stimulus 6668 178 126.33 + 1.41 4.56E-04

cell adhesion 852 41 16.14 + 2.54 5.17E-04

myelination 81 12 1.53 +  > 5 5.42E-04

regulation of cell development 757 38 14.34 + 2.65 5.61E-04

carboxylic acid transport 199 18 3.77 + 4.77 5.92E-04

biological adhesion 860 41 16.29 + 2.52 6.62E-04

organic acid transport 201 18 3.81 + 4.73 6.85E-04

response to organic substance 1692 64 32.05 + 2.00 8.09E-04

oligodendrocyte development 29 8 .55 +  > 5 8.40E-04

regulation of nervous system development 676 35 12.81 + 2.73 9.10E-04

cellular metabolic process 6634 176 125.68 + 1.40 9.23E-04

lipid metabolic process 908 42 17.20 + 2.44 1.02E-03

primary metabolic process 6824 179 129.28 + 1.38 1.50E-03

cell projection organization 789 38 14.95 + 2.54 1.56E-03

neuron projection development 478 28 9.06 + 3.09 1.58E-03

locomotion 868 40 16.44 + 2.43 2.27E-03

organic substance metabolic process 7108 184 134.66 + 1.37 2.28E-03

positive regulation of multicellular organismal process 1257 51 23.81 + 2.14 2.43E-03

detection of stimulus 1267 4 24.00 -  < 0.2 2.64E-03

tube development 555 30 10.51 + 2.85 3.09E-03

regulation of transport 1455 56 27.56 + 2.03 3.25E-03

platelet-derived growth factor receptor signaling pathway 35 8 .66 +  > 5 3.43E-03

tissue development 1430 55 27.09 + 2.03 4.26E-03

regulation of anatomical structure morphogenesis 791 37 14.99 + 2.47 4.52E-03

enzyme linked receptor protein signaling pathway 475 27 9.00 + 3.00 4.60E-03

cellular component morphogenesis 802 37 15.19 + 2.44 6.24E-03

positive regulation of signaling 1227 49 23.25 + 2.11 6.58E-03

cation transport 705 34 13.36 + 2.55 6.75E-03

positive regulation of signal transduction 1085 45 20.56 + 2.19 7.08E-03

metabolic process 7721 194 146.27 + 1.33 7.53E-03

positive regulation of cell communication 1235 49 23.40 + 2.09 7.90E-03

cellular response to chemical stimulus 1465 55 27.75 + 1.98 8.87E-03

regulation of neuron differentiation 493 27 9.34 + 2.89 9.22E-03

phosphate-containing compound metabolic process 1544 57 29.25 + 1.95 9.33E-03

circulatory system development 717 34 13.58 + 2.50 9.74E-03

cardiovascular system development 717 34 13.58 + 2.50 9.74E-03

neuron development 620 31 11.75 + 2.64 9.95E-03

organic substance transport 1472 55 27.89 + 1.97 1.02E-02

positive regulation of cellular component movement 353 22 6.69 + 3.29 1.19E-02

regulation of cell migration 565 29 10.70 + 2.71 1.32E-02

tube morphogenesis 356 22 6.74 + 3.26 1.36E-02

response to external stimulus 1265 49 23.97 + 2.04 1.53E-02

regulation of cellular component movement 666 32 12.62 + 2.54 1.53E-02

positive regulation of locomotion 359 22 6.80 + 3.23 1.56E-02

regulation of phospholipase activity 43 8 .81 +  > 5 1.56E-02

positive regulation of cell migration 332 21 6.29 + 3.34 1.63E-02

cellular response to organic substance 1121 45 21.24 + 2.12 1.66E-02

response to endogenous stimulus 878 38 16.63 + 2.28 1.97E-02

positive regulation of macromolecule metabolic process 2225 73 42.15 + 1.73 1.99E-02

behavior 547 28 10.36 + 2.70 2.10E-02

phosphorus metabolic process 1589 57 30.10 + 1.89 2.23E-02

neuron differentiation 781 35 14.80 + 2.37 2.34E-02

ion transmembrane transport 647 31 12.26 + 2.53 2.34E-02

astrocyte differentiation 32 7 .61 +  > 5 2.38E-02

regulation of growth 551 28 10.44 + 2.68 2.41E-02

response to oxygen levels 161 14 3.05 + 4.59 2.52E-02

positive regulation of cell motility 342 21 6.48 + 3.24 2.56E-02

neuron projection morphogenesis 343 21 6.50 + 3.23 2.68E-02

regulation of metabolic process 5228 140 99.04 + 1.41 2.70E-02

positive regulation of phospholipase activity 33 7 .63 +  > 5 2.90E-02

regulation of locomotion 657 31 12.45 + 2.49 3.18E-02

regulation of cell motility 594 29 11.25 + 2.58 3.43E-02

homeostatic process 1117 44 21.16 + 2.08 3.47E-02

actin cytoskeleton organization 349 21 6.61 + 3.18 3.48E-02

regulation of cellular metabolic process 4692 128 88.89 + 1.44 3.52E-02



regulation of phosphate metabolic process 1344 50 25.46 + 1.96 3.62E-02

negative regulation of neurogenesis 216 16 4.09 + 3.91 3.87E-02

regulation of phosphorus metabolic process 1349 50 25.56 + 1.96 4.01E-02

protein metabolic process 3086 92 58.46 + 1.57 4.30E-02

regulation of cell proliferation 1316 49 24.93 + 1.97 4.44E-02

heart development 416 23 7.88 + 2.92 4.85E-02

negative regulation of intracellular signal transduction 357 21 6.76 + 3.10 4.88E-02

organic acid transmembrane transport 85 10 1.61 +  > 5 4.92E-02

localization of cell 672 31 12.73 + 2.43 4.94E-02

cell motility 672 31 12.73 + 2.43 4.94E-02
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Résumé de l’article 4 

 

Les cellules souches présentes au sein des tissus adultes se caractérisent par leur 

capacité à maintenir un état de dormance non prolifératif, la quiescence, qu’elles 

peuvent quitter pour entrer dans le cycle cellulaire en présence de stimuli afin d’assurer 

l’homéostasie cellulaire (Li and Clevers, 2010). Les CSN des niches neurogéniques adultes 

sont principalement quiescentes et une régulation stricte de la balance entre quiescence 

et prolifération est indispensable pour éviter l’épuisement de leur stock (Cheung and 

Rando, 2013). En effet, de nombreuses études montrent que la dérégulation et/ou la 

perte de quiescence entraîne une prolifération incontrôlée des CSN qui mène à 

l’épuisement du stock de cellules souches et à la perte des progéniteurs neuraux 

(Molofsky et al., 2003; Kippin et al., 2005; Mira et al., 2010; Ottone et al., 2014). La rareté 

des CSN ainsi que le manque de marqueurs pour les identifier ont pendant longtemps 

limité l’étude de leur propriétés cellulaires et des mécanismes moléculaires régulant la 

transition quiescence-prolifération.  

 

A l’aide de la technique de tri cellulaire décrite dans l’article 1, nous avons montré 

au cours d’une précédente étude que les cellules LeXbright ne proliféraient pas et qu’elles 

étaient radio-résistantes contrairement aux cellules de la progénie neurale (Daynac et 

al., 2013). Afin d’étudier leur répartition dans les différentes phases du cycle cellulaire, 

nous avons utilisé des souris FUCCI-Rouge permettant de suivre les cellules en phase G1 à 

l’aide d’une fluorescence rouge (Sakaue-Sawano et al., 2008). En accord avec leur statut 

prolifératif, nous montrons que les cellules LeX+EGFR+ sont réparties entre les phases S-

G2/M et G1 tandis que les cellules LeXbright sont pour la majorité en G1 et en G0. De plus, 

alors que 89,7% des cellules LeX+EGFR+ incorporent le BrdU après 15 jours 

d’administration continue dans l’eau de boisson des souris, la totalité d’entre elles le 

perde par dilution au cours des divisions successives après 14 jours. A l’inverse, nous 

montrons que bien que seulement 6,8% des cellules LeXbright incorporent le BrdU après 

15 jours, plus de la moitié d’entre elles retiennent le BrdU après 15 jours et 30 jours de 

chasse. Nous vérifions donc que les cellules LeXbright correspondent bien à une population 

de label-retaining cells in vivo, une propriété des cellules quiescentes (Morshead et al., 

1994). Nous montrons également que la majorité des cellules LeXbright et LeX+EGFR+ sont 

générées au cours du développement embryonnaire entre E14,5 et E15,5 puis restent 
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relativement quiescentes jusqu’à l’âge adulte, en accord avec deux études récentes 

(Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al., 2015). 

 

Afin de mieux comprendre les mécanismes qui régulent la quiescence des CSN, 

nous avons ensuite réalisé une étude comparative du transcriptome des cellules LeXbright 

et LeX+EGFR+ issues de jeunes souris adultes. Nous mettons en évidence l’expression 

différentielle de 996 gènes, dont 433 plus abondants dans les cellules LeXbright et 563 plus 

abondants dans les cellules LeX+EGFR+. Les analyses d'ontologie et d’enrichissement 

génique révèlent des caractéristiques moléculaires distinctes. En accord avec le statut 

prolifératif des CSN activées, le transcriptome des cellules LeX+EGFR+ est enrichi en gènes 

impliqués dans la réparation de l'ADN, le cycle cellulaire, ainsi que la transcription et la 

traduction. Similairement, nous montrons que plus de 80% des facteurs de transcription 

et co-facteurs dont l’expression est modulée sont surexprimés par les cellules LeX+EGFR+. 

De manière importante, nous retrouvons des facteurs de transcription déjà impliqués 

dans la régulation de la prolifération des CSN adultes, par exemple Ascl1/Mash1 (Urban 

et al., 2016) dont les transcrits sont 200 fois plus élevés dans les cellules LeX+EGFR+. 

 

A l'inverse, nos analyses montrent que les cellules LeXbright sont enrichies en 

processus liées à l’adhésion cellulaire, au transport et à la communication cellulaire, 

soulignant la régulation de l'état quiescent par de multiples signaux en provenance du 

microenvironnement. Ceci se retrouve dans la localisation des protéines codées par les 

gènes surexprimés dans les cellules LeXbright qui sont principalement liées à la membrane 

cellulaire. Nous montrons également que ces gènes sont pour la plupart des molécules 

d’adhésion ou des récepteurs membranaires, parmi lesquels certains ont déjà été 

impliqués dans la régulation de la quiescence des CSN adultes (par exemple : VCAM1, 

récepteurs au GABA, récepteur Ptch1 de la voie Sonic Hedgehog). Nous nous sommes 

par la suite plus particulièrement intéressés aux membres de la famille des syndécans : 

les sdc2 et sdc4 sont surexprimés dans les cellules LeXbright tandis que le sdc1 est 

surexprimé dans les cellules LeX+EGFR+. Nous confirmons par ailleurs au niveau 

protéique que le sdc1 est plus fortement exprimé par les populations cellulaires de la 

ZSV qui prolifèrent, et permet donc de discriminer les CSN quiescentes des CSN activées. 

Enfin, nous montrons dans un modèle de quiescence induite par l’ajout de BMP4 en 

culture que les niveaux d’expression des sdc1-2-4 sont directement modulés par le statut 
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prolifératif des cellules. En effet, l’expression du sdc1 – spécifique des cellules en 

prolifération - diminue, tandis que l’expression des sdc2 et sdc4 – spécifiques des cellules 

LeXbright – augmente. L’ensemble de ces résultats suggèrent un rôle des syndécans dans la 

régulation de la balance entre quiescence et prolifération des CSN adultes. 

 

La mise au point de techniques de purification des CSN quiescentes a ouvert la 

voie à l’étude de leur propriétés fonctionnelles et de leur dynamique cellulaire. Il est 

également possible d’étudier les mécanismes intrinsèques et extrinsèques régulant le fin 

équilibre entre quiescence et prolifération des CSN adultes. Notre étude 

transcriptomique constitue en ce sens une ressource importante pour l’identification de 

nouveaux marqueurs des CSN quiescentes et activées, en plus de proposer de possibles 

régulateurs de la balance quiescence-prolifération des CSN adultes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Note: en raison de leur taille, les Table S2 et Table S4 ne sont pas présentées. 
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Abstract 

Deciphering the mechanisms regulating the quiescence of adult neural stem cells (NSCs) is a 

key step for the development of new therapeutic strategies based on the stimulation of their 

endogenous regenerative potential in the damaged brain. Here, we show that LeX
bright

 cells 

sorted from the adult mouse subventricular zone (SVZ) exhibit all the characteristic features 

of quiescent NSCs. Indeed, they are generated during embryonic development and constitute 

a subpopulation of slow dividing cells in the adult SVZ. Comparative transcriptomic analyses 

show that they express hallmarks of NSCs but display a distinct molecular signature from 

activated NSCs (LeX
+
EGFR

+
 cells). These data provide a comprehensive data resource to 

investigate cellular quiescence in adult neurogenic niches, which highlights the central role of 

the microenvironment. We further reveal different expression patterns of the members of the 

syndecan family between quiescent and activated NSCs suggesting their potential role in adult 

NSC regulation. 
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Introduction 

 

Adult stem cells reside within specialized microenvironments that integrate intricate 

signals critical for maintaining stem cell populations in an undifferentiated state, guiding cell 

fate decisions and modulating the regenerative potential of the niche (Conover and Notti, 

2008). In the adult mammalian brain, neural stem cells (NSCs) continuously generate neurons 

throughout life in two discrete regions: the subventricular zone (SVZ) along the lateral 

ventricles and the subgranular zone (SGZ) of the hippocampal dentate gyrus. NSCs from the 

adult SVZ successively give rise to transit-amplifying cells and neuroblasts that differentiate 

into neurons once they have reached the olfactory bulbs (Lim and Alvarez-Buylla, 2014). A 

key feature of NSCs is their remarkable proliferative capacity that sustains repetitive 

regeneration of damaged tissue (Cheung and Rando, 2013) through the activation of quiescent 

stem cells (Morshead et al., 1994; Doetsch et al., 1999; Daynac et al., 2013; Codega et al., 

2014; Mich et al., 2014; Llorens-Bobadilla et al., 2015).  

In contrast to their progeny, most adult NSCs are quiescent and a tight regulation of 

the balance between their quiescent and proliferative states appears essential for their long-

term maintenance in neurogenic niches. Indeed, dysregulation and/or loss of quiescence often 

results in premature proliferation of NSCs ultimately leading to stem cell and progenitor 

depletion (Molofsky et al., 2003; Kippin et al., 2005; Mira et al., 2010; Ottone et al., 2014). 

Deciphering the functional properties of quiescent NSCs and the associated regulatory 

mechanisms are thus important to develop new approaches for NSC-based regenerative 

medicine. 

The complexity of neurogenic niches, rare number of resident NSCs as well as the 

lack of specific cellular markers have long hampered the study of NSCs. The recent 

development of flow cytometry-based cell sorting strategies has enabled the identification and 
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the isolation of quiescent and proliferating NSCs from their niche and opened new doors for 

the study of the regulation of stem cell quiescence (Daynac et al., 2013; Codega et al., 2014; 

Mich et al., 2014; Llorens-Bobadilla et al., 2015). While all of the cell sorting strategies rely 

on the use of the EGF receptor to discriminate the two subpopulations of NSCs, several 

combinations of markers have been used to identify the stem cell population, among which 

CD133 (Beckervordersandforth et al., 2010; Codega et al., 2014), Glast (Mich et al., 2014; 

Llorens-Bobadilla et al., 2015), LeX (Daynac et al., 2013; Daynac et al., 2015) and GFAP 

(Codega et al., 2014). 

Using our recently developed cell sorting strategy to isolate LeX
bright

 cells and 

LeX
+
EGFR

+
 cells from the adult SVZ (Daynac et al., 2013; Daynac et al., 2015), we 

previously showed that the vast majority of LeX
bright

 cells are radio-resistant and are 

responsible for the regeneration of the irradiated niche, corresponding to quiescent NSCs 

(Daynac et al., 2013). With the advent of transcriptome analyses, it has also become possible 

to study molecular hallmarks and gene regulatory networks governing NSC behavior 

(Beckervordersandforth et al., 2010; Codega et al., 2014; Llorens-Bobadilla et al., 2015; 

Daynac et al., 2016a).  

Herein, we show that LeX
bright

 cells are slow dividing cells in vivo that are generated 

during embryonic development. The comparative analysis of the transcriptomic profiles of 

LeX
bright 

and LeX
+
EGFR

+
 cells further reveals that the quiescent state is tightly regulated by 

the microenvironment and provides a comprehensive data resource to investigate cellular 

quiescence in adult neurogenic niches. 
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Materials and methods 

Animals and BrdU treatments 

Young adult C57Bl/6 mice (2-3 months) were maintained in standard cages with access to 

food and water ad libitum in a colony room kept at a constant temperature (19-22°C) and 

humidity (40-50%) on a 12:12-hour light/dark cycle. For cell cycle analysis, we used mice 

transgenic for fluorescence ubiquitination cell cycle indicator (FUCCI) chromatin licensing 

and DNA replication factor 1 (Cdt1)-red (Sakaue-Sawano et al., 2008). 

For embryonic BrdU administration, pregnant mice were repeatedly injected BrdU 

intraperitoneally between E14.5 and E15.5 (1mg/mouse, 3 times/day, 4 hours apart) as 

previously described (Fuentealba et al., 2015). Mice were killed 21 days after birth for cell 

sorting. For adult BrdU administration, 2 month-old mice were initially injected 

intraperitoneally with 100 mg BrdU/kg body mass then maintained with drinking water 

containing BrdU given (1 mg/mL, 1% glucose) for 14 consecutive days followed by a 2 and 

4-week chase period until sacrifice. 

Animal experiments were performed in accordance with the European Communities Council 

Directive of 22th September 2010 (EC/2010/63) and were approved by Comité d’Ethique 

CEtEA (#12-034).  

 

SVZ cell preparation 

Adult SVZs were dissected, dissociated and labelled as previously described (Daynac et al., 

2015). Briefly, dissected SVZs were digested with papain (1 mg/ml, Worthington) 

supplemented with 0.01 mg/ml DNase I (Sigma) for 10 min at 37°C. The minced tissue was 

then mechanically dissociated into a single-cell suspension in ovomucoid solution (0.7 mg/ml, 

Sigma). Aggregates were removed with 20 µm nylon filters (BD Biosciences) and cells were 
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centrifuged at 300 g for 20 min at 4ºC without brake in 22% Percoll (GE Healthcare) to 

remove myelin. Finally, cells were incubated for 20 min with the following antibodies: CD24 

phycoerythrin [PE]-conjugated (rat IgG2b; 1:50 BD Biosciences), CD15/LeX fluorescein 

isothiocyanate [FITC]-conjugated (clone MMA, mouse IgM; 1:50 BD Biosciences) and 

Alexa647-conjugated EGF ligand (1:250 Life Technologies). Immediately prior to FACS, 

Hoechst 33258 was added to a final concentration of 1µg/mL to label dead cells. Cells were 

sorted on an INFLUX cell sorter equipped with an 80 µm nozzle at 45 psi (BD Biosciences). 

Gates were set using Fluorescence Minus One (FMO) controls on SVZ cells. 

 

Immunofluorescence  

Sorted cells were recovered in DMEM:F12 medium supplemented with 2% B27 then plated 

without mitogen on poly-D-lysine- and laminin-coated 8-well glass slides (Millicell) in an 

incubator at 37°C 5% CO2 for 2-4 hours and fixed in 2% paraformaldehyde. After 1 hour in 

blocking solution PBS-0.1% Triton-X100–1% BSA at RT, cells were incubated overnight at 

4°C with anti-mouse CD138/Sdc1 primary antibody (1:100, BD Pharmingen). After three 

washes in PBS, cells were incubated with AlexaFluor donkey secondary antibodies at 1:500 

(Invitrogen). For BrdU detection, cells were permeabilized for 5 mn at RT in 0.5% Triton X-

100 in PBS. Incubation in blocking solution (PBS, 0.05% Tween 20, 4% BSA) for 1 hour was 

followed by a 30 min incubation at 37 °C with anti-BrdU at 1/300 (GE Healthcare) in DNase 

incubation buffer (0.5X PBS, 30 mM Tris-HCl pH 8, 0.3 mM MgCl2, 0.5 mM 2-

mercaptoethanol, 0.5% BSA and 10 µg/mL DNase I). After several washes, cells were 

incubated with an Alexa fluor 488-conjugated donkey secondary antibody at 1:500 

(Invitrogen). 
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Cell culture 

Dissociated SVZ cell suspensions were grown at 37°C 5% CO2 as neurospheres in medium 

composed of DMEM/F12 (Life Technologies) supplemented with 0.6% Glucose (Sigma), 1x 

Insulin-Selenium-Transferrin (Life Technologies), N-2 supplement (Life Technologies) and 

B-27 supplement (Life Technologies) in the presence of 20 ng/ml EGF (Millipore) or 25 

ng/mL hBMP4 (R&D Systems). After 7 days, neurospheres were mechanically dissociated 

and cells were plated at a density of 1.4 cells/µl in 24 well plates. Cells were then counted at 

day 3 and lysed in RLT buffer for qRT-PCR experiments. 

 

RNA isolation, microarrays and qRT-PCR 

NSCs were sorted into tubes containing RLT lysis buffer and total RNAs were isolated with 

the RNeasy Micro Kit with DNase treatment according to the manufacturer’s instructions 

(Qiagen). For microarray experiments, cDNAs were synthesized and amplified using the 

Ovation Pico WTA System (NuGEN) before being hybridized on Affymetrix MOE430 2.0 

arrays (45,000 probe sets) according to the Affymetrix standard protocols at PartnerShip 

(Evry, France). The data were quality controlled with the Expression Console software 

(Affymetrix) following normalization with the MAS5 algorithm.  

For qRT-PCR experiments, total RNAs were reverse-transcribed into cDNA using the 

Reverse Transcription High Capacity Master Mix (Applied Biosystems) with specific primers 

listed in Table S1 (Sigma-Aldrich). q-PCR was performed on an ABI PRISM 7900 Sequence 

Detector System using SYBR Green for RT-PCR. Expression levels were normalized to 

GAPDH. 
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Microarrays analysis 

Microarray data were normalized with GC-robust multi-array analysis (GC-RMA) using log2 

transformed expression levels in Genespring GX12 (Agilent Technologies). For analysis of 

the transcriptomic profiles, differentially expressed probes were filtered by an average 

expression greater than 50 in at least 1 population, at least 2-fold change and a Student’s t-test 

corrected p-value <0.05. A statistical overrepresentation analysis of GO biological processes 

(p<0.05) (http://www.pantherdb.org) using binomial statistics with Bonferroni correction and 

cellular component ontology analysis were performed with PANTHER software. GO terms 

were hand-curated into thematic categories to highlight transcriptional differences between 

the two cell populations. The expression levels among differentially expressed probes that 

match to the same gene were averaged in heat maps depicting gene expression changes 

between LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+ 
cells that were generated with Gene-E 

(https://software.broadinstitute.org/GENE-E/). 

 

Statistical analyses 

The data are expressed as the mean±SEM. Non-parametric Mann-Whitney test was conducted 

to compare qRT-PCR data using GraphPad PRISM software (GraphPad, San Diego, CA). 

Significance was set at p<0.05.  

 

 

 

 

 

http://www.pantherdb.org/
https://software.broadinstitute.org/GENE-E/
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Results and discussion 

Quiescent NSCs exhibit distinct cell cycle properties in vivo 

We recently developed a simple cell sorting strategy based on the detection of the 

surface markers LeX, CD24 and EGFR to simultaneously isolate quiescent NSCs (CD24-

LeX
bright

, hereafter LeX
bright

 cells), activated NSCs (CD24
-
LeX

+
EGFR

+
, hereafter 

LeX
+
EGFR

+
 cells) and transit-amplifying cells (CD24

-
EGFR

+
, hereafter EGFR

+
 cells) from 

the adult SVZ (Fig. 1A) (Daynac et al., 2013; Daynac et al., 2015). In contrast to the other cell 

populations, we previously showed that the vast majority of LeX
bright

 cells are not 

proliferating and are radio-resistant (Daynac et al., 2013). To explore their cell cycle in more 

detail, we used Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle Indicator (FUCCI)-Red mice (Sakaue-

Sawano et al., 2008), which allow the visualization of cells in G1 (FUCCI-Red
positive

 cells) 

through a G1 specific red-Cdt1 reporter whereas FUCCI-Red-negative cells FUCCI-Red
negative

 

cells represent the cells in S-G2/M phases of the cell cycle. Moreover, FUCCI-Red
bright

 cells 

have been shown to be cells exiting or out of the cell cycle (G0) (Roccio et al., 2013; Daynac 

et al., 2015). Whereas the majority of LeX
+
EGFR

+
 cells were in S-G2/M phases (55.8 ± 

3.4%), LeX
bright

 cells were for the most part distributed in G1 (25.6 ± 2.5%) and in G0 (71.9 ± 

2.47%) in accordance with their quiescent state (Fig. 1B). 

To further characterize the cell cycle dynamics of LeX
bright

 cells in vivo, we performed 

a BrdU label retention assay to assess their ability to retain labeling for extended chase 

periods (Fig. 1C). Immediately after a two-week pulse of BrdU incorporation, 89.7 ± 3.0% of 

LeX
+
EGFR

+
 cells were BrdU-positive while they had almost all lost the BrdU labeling after 2 

and 4 weeks of chase due to its progressive dilution with each round of cell division (Fig. 1C). 

On the other hand, only 6.8 ± 0.4% of LeX
bright

 cells had incorporated BrdU after 2 weeks and 

3.7 ± 1.6% and 4.4 ± 0.8% of LeX
bright

 cells were still BrdU-positive after 2 and 4 weeks of 
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chase (Fig. 1C). These data confirmed that LeX
bright

 cells correspond to a subpopulation of 

slow dividing NSCs in vivo. 

 Two recent studies have suggested that the majority of NSCs in the young adult SVZ 

are produced during the embryonic development between E13.5 and E15.5 and remain largely 

quiescent until they become reactivated postnatally (Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al., 

2015). We thus investigated whether our sorted cell populations were formed during this 

embryonic window time and retained BrdU labeling postnatally. We first verified that our 

sorted cell populations at postnatal day 21 (P21) expressed the NSC transcription factor Sox2 

as expected from its expression in NSCs and progenitors (Ferri et al., 2004) (Fig. 1D). Next, 

BrdU was administrated to pregnant mice between E14.5 and E15.5 and LeX
bright

 as well as 

LeX
+
EGFR

+
 cells were sorted at P21 as previously reported (Fuentealba et al., 2015) (Fig. 

1E). Interestingly, 67.7% of LeX
bright

 cells were BrdU-positive confirming that they were 

formed during E14.5-15.5 and were maintained in a quiescent state postnatally (Fig. 1D). 

Moreover, most of LeX
+
EGFR

+
 (85.1%) were also positive for BrdU regardless of their 

proliferative status suggesting that they were generated from a quiescent population after a 

limited number of rounds of division (Fig. 1E).  

Taken together, our data support that LeX
bright

 cells are generated during embryonic 

development and are largely quiescent until they divide with a slow rate during the adulthood, 

corresponding to quiescent NSCs in the adult SVZ. 

 

Distinct molecular signatures of quiescent and activated NSCs  

In order to gain insights into the mechanisms regulating stem cell quiescence, we 

performed a microarray analysis of LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+
 cells sorted from 2-month-old 

mice using whole-genome Affymetrix MOE430 2.0 arrays. We first compared their global 
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mRNA expression patterns to those obtained from previous studies either characterizing 

NSCs (Codega et al., 2014) or differentiated cells (Cahoy et al., 2008) using principal 

component analysis (PCA) (Fig. 2A). PCA is an unsupervised pattern recognition and 

visualization tool used to reduce the dimensionality of datasets derived from transcriptomic 

arrays, making it possible to visually assess similarities and differences between cell 

populations (Ringner, 2008). Direct comparison of LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+
 transcriptome 

profiles revealed that they were clustered away from differentiated cells (astrocytes, 

oligodendrocytes and neurons) (Fig. 2A). Moreover, the clear separation of LeX
bright

 cells 

from LeX
+
EGFR

+ 
cells confirmed their distinct cellular identity (Fig. 2A). Importantly, 

LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+ 
cells were closely clustered to GFAP::GFP

+
CD133

+
 and 

GFAP::GFP
+
CD133

+
EGFR

+
 cells, previously shown to correspond to quiescent and 

proliferating NSCs in the adult SVZ (Codega et al., 2014), providing additional validation of 

our cell sorting approach (Fig. 2A). Besides, transcriptional hallmarks of NSCs such as 

Slc1a3/Glast, prominin1/CD133, Nr2e1/Tlx, Hes5 and Sox2 were found expressed at similar 

levels in both LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+ 
cells (Table S2). It is noteworthy to note that our cell 

sorting technique does not require transgene expression to identify the stem cell population 

and is thus easily transferable to any other mouse model.  

To further define genes enriched in each cellular state, the transcriptomes of LeX
bright 

and LeX
+
EGFR

+
 cells were compared. Probes were filtered by an average expression greater 

than 50 in at least 1 population, a differential expression of at least 2-fold and a Student’s t-

test corrected p-value < 0.05.  

As shown on the volcano plot, the comparative gene expression profile of LeX
bright 

and 

LeX
+
EGFR

+
 cells revealed an altered expression of 1278 probes (Fig. 2B). The resulting set 

of LeX
bright

-enriched genes included 433 genes (548 probe sets, Table S2), whereas 563 genes 

were upregulated in LeX
+
EGFR

+
 cells (730 probe sets, Table S2) (Fig. 2B).  
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Gene Ontology (GO) term analysis was then performed using a statistical 

overrepresentation test to delineate the molecular features of quiescent and activated NSCs. In 

accordance with their proliferating state, the transcriptome of LeX
+
EGFR

+
 cells was enriched 

in genes linked to the cell cycle, DNA repair, DNA/RNA metabolism, transcription and 

translation (Fig 2.C-D, Table S3 and Table S4). In contrast, the vast majority of the genes 

enriched in LeX
bright 

cells were related to GO categories linked to transport, response to 

stimulus, cell localization, cell communication and cell adhesion (Fig. 2.C-D, Table S3 and 

Table S4), emphasizing the key role played by the microenvironment in the regulation of the 

quiescent state.  

Strikingly, cellular component analysis also revealed a drastically different cellular 

location of the differentially expressed gene products. As expected due to their 

transcriptionally active state, 15.3% of the genes enriched in LeX
+
EGFR

+
 cells, as opposed to 

2.3% of those enriched in LeX
bright

 cells, encoded proteins associated with the nucleus (Fig. 

2E). On the other hand, 15.0% of the genes enriched in LeX
bright 

cells encoded proteins 

associated with the membrane, as opposed to only 2.3% of those enriched in LeX+EGFR+, 

(Fig. 2E). This observation again suggested the importance of molecular interactions between 

NSCs and their microenvironment to regulate stem cell quiescence in the adult SVZ. 

 

Transcription factors enriched in quiescent and activated NSCs 

In order to identify putative transcriptional regulators of the quiescent and proliferative 

states of adult NSCs, we focused on transcription factors (TFs) and co-factors either enriched 

in LeX
bright

 or LeX
+
EGFR

+
 cells. Analysis of our dataset using public databases (Zhang et al., 

2012) revealed a total of 75 differentially expressed TFs – 14 of which were upregulated in 

LeX
bright

 cells and the remaining 61 in LeX
+
EGFR

+
 cells (Fig. 3).  
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Among the TFs upregulated in LeX
bright

 cells were Sox9 and Id2 in accordance to 

recent single-cell RNA sequencing data performed on acutely isolated quiescent NSCs 

(Llorens-Bobadilla et al., 2015) (Fig. 3). Klf9, a member of the family of Kruppel-like 

transcription factors, was also enriched in LeX
bright 

cells (Fig. 3). Interestingly, Klf9 has been 

found upregulated in quiescent muscle satellite stem cells when compared to their 

proliferative counterparts (Pallafacchina et al., 2010). 

Among the TFs and co-factors that were the most enriched in LeX
+
EGFR

+
 cells, 

several were linked to the cell cycle (E2F1, E2F2, Rbl1, Ccne1, Trp53 and Tfdp1) (Fig. 3). Of 

particular interest, LeX
+
EGFR

+
 cells expressed high levels of 3 members of the high-mobility 

group box (HMGB) protein family - Hmgb1/2/3 (Fig. 3). Besides the broad role of HMGs in 

the control of transcription, replication as well as recombination, recent studies have linked 

HMGBs to the control of the proliferation and maintenance of embryonic and adult NSCs 

(Abraham et al., 2013a; Abraham et al., 2013b; Wang et al., 2014). The proliferative state was 

also associated with the expression of the immediate early gene Fos and SoxC factors (Sox4 

and Sox11). Additionally, transcripts for the TF Ascl1 were more than 200 times higher in 

LeX
+
EGFR

+
 cells compared to LeX

bright 
cells (Fig. 3) in accordance to recent studies that have 

reported its key role in the proliferation of NSCs and in the exit of stem cells from quiescence 

in both the adult DG and SVZ (Andersen et al., 2014; Urban et al., 2016). 

 

Quiescent NSCs integrate signals from the microenvironment 

Evidence from recent studies suggest that the balance of NSCs between quiescence 

and proliferation is tightly regulated by extrinsic signals from the stem cell niche through 

various signalling pathways (Kokovay et al., 2012; Daynac et al., 2013; Kawaguchi et al., 

2013; Ottone et al., 2014; Porlan et al., 2014; Daynac et al., 2016b). Accordingly, we found 

that most genes enriched in LeX
bright

 cells were linked to the cell membrane (Fig. 2E). 
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Among the cell-cell adhesion molecules overexpressed in LeX
bright

 cells are notably 

neural cell adhesion molecule 1 and 2 (NCAM1, NCAM2), cell adhesion molecule 1 and 2 

(IGSF4A, IGSF4D) and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1) (Fig. 4A). Interestingly, 

disruption of VCAM1 was previously shown to lead to a massive activation of quiescent 

NSCs and consequent depletion of the NSC population (Kokovay et al., 2012). Attachment of 

stem cells to their niche is also mediated by members of the cadherin superfamily through 

cell-cell adhesion (Marthiens et al., 2010). Importantly, cadherins were reported to regulate 

the proliferative behavior of NSCs, as illustrated by the N-cadherin-mediated anchorage of 

NSC to ependymocytes in the adult murine SVZ that directly modulates their quiescence 

(Porlan et al., 2014). Here, the expression of 2 cadherins (Cdh10, Cdh20) and 4 

protocadherins (Pcdh7, Pcdh9, Pcdh10, Pcdhb19) were upregulated in LeX
bright

 cells (Fig. 4A-

B). 

We then looked for receptors that were differentially expressed between LeX
bright

 and 

LeX
+
EGFR

+
 cells in an attempt to identify additional markers of quiescent and activated 

NSCs as well as signalling pathways involved in the regulation of NSC behaviour (Table 1). 

In the adult SVZ, gamma-aminobutyric acid (GABA) produced by neuroblasts decreased the 

proliferation of adult NSCs (Liu et al., 2005) Moreover, GABA signaling inhibition through 

the GABAA receptors led to an entry in proliferation of LeX
bright

 cells (Daynac et al., 2013). 

Interestingly, transcripts for several GABAA receptor chains (α4, β1, γ1 and γ3) were 

expressed in LeX
bright

 cells with the γ1 chain (Gabrg1) being almost 40 times higher in 

comparison to LeX
+
EGFR

+
 cells (Table 1). Moreover, Lrig1, a pan ErbB inhibitor that has 

been used as a marker of epidermal as well as intestinal quiescent stem cells and was shown 

to negatively regulate proliferation (Jensen and Watt, 2006; Jensen et al., 2009; Powell et al., 

2012), was also enriched in LeX
bright

 cells (Table 1). Another receptor well described in 

neurogenesis is Ptch1, a member of the patched gene family and main receptor for sonic 
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hedgehog (Shh), overexpressed in LeX
bright 

cells (Ahn and Joyner, 2005; Balordi and Fishell, 

2007; Ferent et al., 2014). We have recently shown that the activation of the Shh pathway 

through deletion of the Patched receptor in NSCs resulted in an increase of the pool of 

quiescent NSCs and in a concomitant sharp decrease in the numbers of proliferating NSCs 

and their progeny (Daynac et al., 2016b).  

Receptors listed in Table 1 could therefore be used as markers of quiescent NSCs 

and/or could act as putative regulators of the balance between quiescence and proliferation. 

 

Syndecan family members are potential markers and modulators of the quiescent and 

proliferative states of adult NSCs 

Syndecans are transmembrane heparan sulfate proteoglycans that have roles in cell-

matrix interactions and act as ligand gatherers, recruiting to the cell surface soluble growth 

factors known to promote the proliferation of neuronal precursors,  such as FGF, EGF, VEGF 

and HGF (Kwon et al., 2012). Among the receptors that were found differentially expressed 

between LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+
 cells (Table 1), the pattern of expression of three out of the 

four members of the syndecan family was particularly interesting as they were either enriched 

in LeX
bright

 cells (sdc2 and sdc4) or strongly upregulated in LeX
+
EGFR

+
 cells (sdc1), 

emphasizing their possible use as markers to discriminate quiescent NSCs from proliferating 

NSCs (Table 1, Fig. 5A). The specificity of Sdc1 to actively dividing cells, i.e. LeX
+
EGFR

+
 

and EGFR
+
 cells, was further confirmed at the protein level (Fig. 5B). Similarly, it has been 

shown that Sdc1-positive cells sorted by flow cytometry from the embryonic telencephalon 

were enriched in neurosphere-forming cells (Nagato et al., 2005). Besides, its knockdown 

during cortical neurogenesis has been reported to reduce the maintenance and proliferation of 

NPCs (Wang et al., 2012), hinting at its possible role in the regulation of NSC quiescence.  
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To further determine whether the members of the syndecan family were linked to the 

quiescent/proliferative status of NSCs, we modeled NSC quiescence in culture with BMP4 as 

previously described (Mathieu et al., 2008; Martynoga et al., 2013) (Fig. 5C-D). We 

confirmed that addition of BMP4 to proliferating SVZ cells drastically reduced the formation 

of neurospheres and that the total number of cells was decreased (Fig. 5C-D). The members of 

the syndecan family that were found enriched in LeX
bright 

cells - sdc2 and sdc4 - saw their 

transcripts increased after BMP4 treatment while those of sdc1 - highly enriched in 

proliferative cells - decreased (Fig. 5E). Our data suggest that the members of the syndecan 

family could regulate the transition of adult NSCs between quiescence and proliferation. 

Interestingly, expression of sdc1 was consistently found in malignant glioma cells but was 

undetectable in non-neoplastic brain tissues (Watanabe et al., 2006). Besides, higher sdc1 

expression in malignant glioma has been associated with ascending tumor WHO grades and 

poor diagnostic (Xu et al., 2012). Studying the regulation of adult NSC proliferation in 

relation to the syndecan family could thus provide insight into adult NSC behavior and its 

modulation in health and disease. 
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Conclusion 

Using our recently published cell sorting technique, we isolated quiescent NSCs (LeX
bright

 

cells) and activated NSCs (LeX
+
EGFR

+
 cells) from the adult SVZ and showed that they 

exhibited very different cell cycle properties in vivo. We also demonstrate that LeX
bright

 and 

LeX
+
EGFR

+
 cells are generated during embryonic development and remained relatively 

quiescent in the postnatal brain. We performed an in depth microarray analysis of freshly 

purified quiescent and activated NSCs from their in vivo niche. We showed that quiescent 

NSCs expressed a higher number of membrane receptors and cell adhesion molecules to 

actively sense and respond to changes in their microenvironment. Finally, we identified the 

syndecan family and its members as potential new markers to selectively identify quiescent or 

activated NSCs and hint at their possible role in the regulation of NSC quiescence. Our study 

provides a comprehensive data resource to investigate cellular quiescence in adult neurogenic 

niches in the context of NSC-based brain tissue regeneration strategies. 
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Figure legends 

Figure 1: LeX
bright

 cells are slow dividing cells generated during embryonic development 

(A) LeX/EGFR/CD24 triple staining strategy allowing the purification by flow cytometry of 

quiescent (LeX
bright

), activated NSCs (LeX
+
EGFR

+
) and transit-amplifying cells (EGFR

+
) 

(Daynac et al, 2013). (B) Cell cycle analysis of NSCs from FUCCI-Red mice shows that 

almost all LeX
bright 

cells were distributed in G1 (FUCCI red positive) and G0 (FUCCI red 

bright). n=9. (C) Quantification of cells positive for BrdU immediately after a continuous 14-

day exposure to BrdU at 2 months (dark blue) and after a chase of 2 weeks (light blue) or 4 

weeks (green) revealed that LeX
bright 

are long term BrdU label-retaining cells. n=3-4. (D) 

Quantification of Sox2-positive cells determined by immunostaining after cell sorting at 

postnatal day 21. n=6. (E) Pregnant mice received BrdU between E14.5 and E15.5 before 

cells of the offspring were sorted 21 days after birth. Quantification revealed that BrdU was 

retained postnatally in the majority of LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+ 
cells. n=6.  

Data are represented as the mean ± SEM and were obtained from independent experiments 

with several mice per group.  

 

Figure 2: Comparative transcriptome analysis reveals the close interaction between 

quiescent NSCs and their microenvironment.  

(A) Principal component analysis (PCA) of gene expression datasets of freshly sorted 

LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+ 
cells compared to those obtained from studies either characterizing 

NSCs (Codega et al., 2014) or differentiated cells (Cahoy et al., 2008). (B) Volcano plot of 

differentially expressed probesets in LeX
bright

 cells (blue) and LeX
+
EGFR

+ 
cells (red). (C) 

Significantly enriched GO categories were identified for LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+
cells using 

a statistical overrepresentation test for differentially expressed genes (p<0.05) and were hand 

curated into thematic categories. (D) Selected sets of enriched GO categories in LeX
bright

 and 



LeX
+
EGFR

+
cells. (E) Predicted cellular location of gene products differentially expressed in 

LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+ 
cells. 

 

Figure 3: Transcription factors and co-factors differentially expressed in quiescent and 

activated NSCs. Heat maps showing transcript expression levels for replicate samples of 

LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+ 
cells. Blue color indicates low expression and red high expression 

(log2 scale).  

 

Table 1: List of differentially expressed membrane receptors on quiescent and activated 

NSCs. 

 

Figure 4: Enrichment of genes implicated in cell adhesion in quiescent NSCs. 

(A) Heat maps showing transcript expression levels of genes for adhesion molecules and 

extracellular matrix components in LeX
bright

 and LeX
+
EGFR

+ 
cells. Blue color indicates low 

expression and red high expression (log2 scale). Replicate samples are shown for each group. 

(B) Gene expression levels of selected adhesion genes were confirmed by qRT-PCR. Data are 

represented as the mean ± SEM and were obtained from 3 independent experiments. * p<0.05 

 

 

Figure 5: Members of the syndecan family are potential markers of the quiescent and 

proliferative states in adult NSCs. 

(A) Expression of Syndecan-1, 2 and 4 in LeX
bright 

and LeX
+
EGFR

+ 
cells was confirmed by 

qRT-PCR. ND: not detectable. (B) Preferential expression of Sdc1 on actively proliferating 

LeX
+
EGFR

+ 
and EGFR

+
 cells was confirmed by immunostaining (scale bar: 5µm). Exposition 

of proliferating neural stem and progenitor cells to BMP4 for 3 days led to a strong decrease 

in the number of neurospheres formed (C) and in the total number of cells (D). (E) The 



expression of  the members of the syndecan family after BMP4 treatment was determined by 

qRT-PCR. * p<0.05 

 

 

Supplementary dataset legends (supplementary .xls files) 

 

Table S1: Primer sequences. 

Table S2: Genes differentially expressed between quiescent and activated NSCs.  

Table S3: Overrepresentation test and related GO terms for genes differentially expressed 

between quiescent and activated NSCs. 

Table S4: Hand-curated GO categories derived from Table S3. 
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Average expression 

Gene Symbol Gene Title LeXbright LeX+EGFR+ Fold change 

LeXbright - enriched receptors  
Tril TLR4 Interactor With Leucine-Rich Repeats 4710 328 14.4 

Adcyap1r1 adenylate cyclase activating polypeptide 1 receptor 1 3408 605 5.6 

Adora2b adenosine A2b receptor 199 6 33.8 

Cd302 CD302 antigen 289 9 31.0 

Cd47 CD47 antigen (Rh-related antigen, integrin-associated signal transducer) 3479 912 3.8 

Dner delta/notch-like EGF-related receptor 3747 510 7.3 

Edg1 endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 1 9942 1488 6.7 

Ednra endothelin receptor type A 103 5 19.4 

Ednrb endothelin receptor type B 4916 1037 -4.7 

Evi2a ecotropic viral integration site 2a 115 6 17.8 

F3 coagulation factor III 2073 116 17.9 

Fcgrt Fc receptor, IgG, alpha chain transporter 308 25 12.4 

Fgfr2 fibroblast growth factor receptor 2 3399 713 4.8 

Fgfr3 fibroblast growth factor receptor 3 3050 135 22.6 

Fzd6 frizzled homolog 6 (Drosophila) 392 14 27.1 

Gabbr1 gamma-aminobutyric acid (GABA-B) receptor, 1 374 75 5.0 

Gabrg1 gamma-aminobutyric acid (GABA-A) receptor, subunit gamma 1 3672 93 39.7 

Ghr growth hormone receptor 533 8 63.7 

Gpr146 G protein-coupled receptor 146 915 19 48.5 

Gpr155 G protein-coupled receptor 155 996 25 39.4 

Gpr177 G protein-coupled receptor 177 563 9 65.1 

Gprc5b G protein-coupled receptor, family C, group 5, member B 2077 346 6.0 

Grid2 glutamate receptor, ionotropic, delta 2 676 7 91.0 

Grm3 glutamate receptor, metabotropic 3 10233 1077 9.5 

Itpr2 inositol 1,4,5-triphosphate receptor 2 254 8 32.7 

Lrig1 leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1 4719 311 15.2 

Lrp4 low density lipoprotein receptor-related protein 4 1395 263 5.3 

Lsamp Limbic system-associated membrane protein 144 12 12.5 

Mag myelin-associated glycoprotein 458 6 75.6 

P2rx4 purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel 4 245 12 20.0 

Paqr7 Progestin and adipoQ receptor family member VII 1272 77 16.5 

Pdgfrb platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide 1654 72 22.9 

Ptch1 patched homolog 1 3769 1553 2.4 

Ptprd protein tyrosine phosphatase, receptor type, D 785 17 45.4 

Rgma RGM domain family, member A 852 34 24.8 

Sdc2 Syndecan 2 2319 374 6.2 

Sdc4 Syndecan 4 4045 411 9.9 

Tlr3 toll-like receptor 3 473 6 77.4 

LeX+EGFR+ - enriched receptors  
Egfr epidermal growth factor receptor 560 2766 4.9 

Epha3 Eph receptor A3 6 355 58.3 

Grinl1a glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate-like 1A 175 806 4.6 

Hmmr hyaluronan mediated motility receptor (RHAMM) 6 279 50.1 

Neto2 neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 90 573 6.4 

Nrxn3 neurexin III 5 158 30.0 

Plxna2 plexin A2 5 154 29.3 

Sdc1 Syndecan 1 7 491 65.8 

Table 1 
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Supplemental Table 1: Primer sequences

Target gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')

GAPDH CCAGTATGACTCCACTCACG GACTCCACGACATACTCAGC

Pcdh7 GGAGCCTAAACAGAGCCTGG GCCTGGTAGCGGACTAGAAC

Pcdh10 ACAGTGAAAGAGGCGGTGAG TGAAGGAAGACTTGAGGCGG

ItgaV CAGAAAACCAAACTCGGCAGG GAAGACCAGCGAGCAGTTGA

Itgb5 GCCCGTTATGAAATGGCCTC AGGCGAAATCGACAGTGTGT

Megf10 ACGGCACAGAATCAGCTACC GCAACACTGGGATTTGCGTC

Sdc1 AAGTGCTGGGAGGTGTCATTG TTGGTGGGTTTCTGGTAGGC

Sdc2 TTATCCGGGTAGGAGCCACA CTGTTCTCGTCTCTGCGGAC

Sdc3 GGTGCTCGTAGCCGTGAT TGTAGCTGCCTTCGTCCTTC

Sdc4 GAGGTCTTGGCAGCTCTGAT GTCGTAACTGCCTTCGTCCT



Supplemental Table S3

LeXbright -enriched genes: overrepresentation test and related GO categories

GO Ontology database Released 2015-03-10

GO biological process complete
Mus 

musculus
Box Input

Box Input 

(expected)

over(+) or under(-) -representation of the 

GO category

Fold 

enrichment
p-value

Unclassified 1649 11 27.91 - .39 0.00E00

single-organism process 11876 291 201.00 + 1.45 5.04E-18

single-organism cellular process 10482 263 177.41 + 1.48 2.96E-15

lipid metabolic process 911 56 15.42 + 3.63 9.11E-13

single-organism localization 2572 101 43.53 + 2.32 2.89E-12

cellular lipid metabolic process 687 47 11.63 + 4.04 6.82E-12

single-organism transport 2372 95 40.15 + 2.37 8.77E-12

localization 3989 132 67.51 + 1.96 1.36E-11

establishment of localization 3210 112 54.33 + 2.06 1.56E-10

transport 3105 109 52.55 + 2.07 2.72E-10

cellular process 12843 284 217.37 + 1.31 4.20E-09

regulation of cell communication 2477 90 41.92 + 2.15 1.56E-08

nervous system development 1715 71 29.03 + 2.45 1.83E-08

ion transport 1061 53 17.96 + 2.95 2.07E-08

regulation of signaling 2470 89 41.80 + 2.13 3.38E-08

transmembrane transport 877 47 14.84 + 3.17 3.86E-08

single-organism metabolic process 3313 108 56.07 + 1.93 4.23E-08

regulation of multicellular organismal process 2271 84 38.44 + 2.19 4.26E-08

response to endogenous stimulus 883 46 14.94 + 3.08 1.69E-07

regulation of response to stimulus 2790 94 47.22 + 1.99 2.90E-07

single-organism developmental process 4474 130 75.72 + 1.72 3.61E-07

developmental process 4496 130 76.09 + 1.71 5.06E-07

positive regulation of biological process 4468 129 75.62 + 1.71 6.95E-07

regulation of lipid metabolic process 251 23 4.25 +  > 5 8.47E-07

regulation of localization 2037 75 34.48 + 2.18 9.57E-07

ion transmembrane transport 658 37 11.14 + 3.32 2.29E-06

single-multicellular organism process 5932 156 100.40 + 1.55 2.88E-06

regulation of biological quality 2516 85 42.58 + 2.00 2.96E-06

regulation of signal transduction 2178 77 36.86 + 2.09 3.29E-06

multicellular organismal process 6104 159 103.31 + 1.54 3.51E-06

anion transport 429 29 7.26 + 3.99 3.68E-06

chemical homeostasis 735 39 12.44 + 3.14 3.77E-06

anatomical structure development 4001 117 67.72 + 1.73 3.93E-06

system development 3389 104 57.36 + 1.81 4.04E-06

positive regulation of transport 748 39 12.66 + 3.08 6.14E-06

neurogenesis 1289 54 21.82 + 2.48 7.59E-06

cation transmembrane transport 480 30 8.12 + 3.69 1.11E-05

regulation of intracellular signal transduction 1386 56 23.46 + 2.39 1.30E-05

multicellular organismal development 3922 113 66.38 + 1.70 2.15E-05

positive regulation of cellular process 3943 113 66.73 + 1.69 2.92E-05

regulation of transport 1500 58 25.39 + 2.28 3.11E-05

generation of neurons 1212 50 20.51 + 2.44 5.56E-05

homeostatic process 1137 48 19.24 + 2.49 5.65E-05

cation transport 712 36 12.05 + 2.99 6.20E-05

organic anion transport 292 22 4.94 + 4.45 7.25E-05

response to organic substance 1703 62 28.82 + 2.15 7.91E-05

ion homeostasis 505 29 8.55 + 3.39 1.31E-04

small molecule metabolic process 1333 52 22.56 + 2.30 1.66E-04

detection of stimulus involved in sensory perception 1175 1 19.89 -  < 0.2 2.10E-04

response to stimulus 6715 164 113.65 + 1.44 2.11E-04

phospholipid metabolic process 233 19 3.94 + 4.82 2.21E-04

biological regulation 10298 227 174.29 + 1.30 2.50E-04

organic acid transmembrane transport 85 12 1.44 +  > 5 2.71E-04

monocarboxylic acid metabolic process 435 26 7.36 + 3.53 3.37E-04

detection of chemical stimulus 1147 1 19.41 -  < 0.2 3.38E-04

cation homeostasis 468 27 7.92 + 3.41 3.75E-04

lipid biosynthetic process 380 24 6.43 + 3.73 4.14E-04

amino acid transmembrane transport 72 11 1.22 +  > 5 4.59E-04

cellular cation homeostasis 384 24 6.50 + 3.69 5.00E-04

detection of stimulus 1269 2 21.48 -  < 0.2 5.01E-04

sodium ion transport 151 15 2.56 +  > 5 5.35E-04

response to stress 2317 74 39.21 + 1.89 5.35E-04

organophosphate metabolic process 607 31 10.27 + 3.02 5.65E-04

inorganic ion homeostasis 482 27 8.16 + 3.31 6.71E-04

cellular chemical homeostasis 452 26 7.65 + 3.40 7.04E-04

protein stabilization 93 12 1.57 +  > 5 7.08E-04

oxoacid metabolic process 753 35 12.74 + 2.75 7.61E-04

cellular ion homeostasis 396 24 6.70 + 3.58 8.72E-04

regulation of cellular component organization 1781 61 30.14 + 2.02 9.11E-04

positive regulation of lipid metabolic process 115 13 1.95 +  > 5 9.36E-04

sodium ion transmembrane transport 96 12 1.62 +  > 5 9.90E-04

anion transmembrane transport 182 16 3.08 +  > 5 1.01E-03

organic acid metabolic process 770 35 13.03 + 2.69 1.28E-03

positive regulation of response to stimulus 1468 53 24.85 + 2.13 1.39E-03

carboxylic acid metabolic process 703 33 11.90 + 2.77 1.44E-03

inorganic ion transmembrane transport 470 26 7.95 + 3.27 1.48E-03

regulation of cellular component movement 673 32 11.39 + 2.81 1.68E-03

cellular homeostasis 542 28 9.17 + 3.05 1.95E-03

neuron differentiation 788 35 13.34 + 2.62 2.19E-03

regulation of developmental process 2002 65 33.88 + 1.92 2.22E-03

cell differentiation 2964 86 50.17 + 1.71 2.47E-03

organic substance transport 1502 53 25.42 + 2.08 2.81E-03



cell development 1420 51 24.03 + 2.12 2.85E-03

regulation of biological process 9865 215 166.96 + 1.29 3.27E-03

carboxylic acid transport 200 16 3.38 + 4.73 3.48E-03

regulation of molecular function 2075 66 35.12 + 1.88 3.65E-03

positive regulation of phosphorus metabolic process 882 37 14.93 + 2.48 3.88E-03

positive regulation of phosphate metabolic process 882 37 14.93 + 2.48 3.88E-03

organic acid transport 202 16 3.42 + 4.68 3.96E-03

positive regulation of molecular function 1193 45 20.19 + 2.23 4.03E-03

RNA metabolic process 2556 16 43.26 - .37 4.31E-03

phospholipid biosynthetic process 132 13 2.23 +  > 5 4.35E-03

cellular metal ion homeostasis 342 21 5.79 + 3.63 4.40E-03

nucleic acid metabolic process 2976 21 50.37 - .42 4.69E-03

cell adhesion 852 36 14.42 + 2.50 4.72E-03

inorganic cation transmembrane transport 406 23 6.87 + 3.35 5.05E-03

metal ion homeostasis 409 23 6.92 + 3.32 5.71E-03

metal ion transport 539 27 9.12 + 2.96 5.74E-03

biological adhesion 860 36 14.56 + 2.47 5.84E-03

response to decreased oxygen levels 159 14 2.69 +  > 5 5.99E-03

positive regulation of metabolic process 2798 81 47.36 + 1.71 6.58E-03

organic hydroxy compound metabolic process 352 21 5.96 + 3.52 6.91E-03

fatty acid metabolic process 295 19 4.99 + 3.81 7.59E-03

response to oxygen-containing compound 871 36 14.74 + 2.44 7.81E-03

glycerolipid metabolic process 214 16 3.62 + 4.42 8.31E-03

behavior 551 27 9.33 + 2.90 8.66E-03

response to oxygen levels 165 14 2.79 +  > 5 9.18E-03

cellular response to endogenous stimulus 622 29 10.53 + 2.75 9.23E-03

single-organism biosynthetic process 879 36 14.88 + 2.42 9.61E-03

regulation of blood circulation 217 16 3.67 + 4.36 9.92E-03

cellular developmental process 3113 87 52.69 + 1.65 9.99E-03

gene expression 2560 17 43.33 - .39 1.17E-02

positive regulation of catalytic activity 934 37 15.81 + 2.34 1.46E-02

divalent inorganic cation homeostasis 310 19 5.25 + 3.62 1.55E-02

regulation of steroid metabolic process 84 10 1.42 +  > 5 1.68E-02

response to hormone 506 25 8.56 + 2.92 1.88E-02

positive regulation of ion transport 229 16 3.88 + 4.13 1.96E-02

monovalent inorganic cation transport 378 21 6.40 + 3.28 2.08E-02

cellular divalent inorganic cation homeostasis 288 18 4.87 + 3.69 2.20E-02

regulation of cellular process 9449 204 159.92 + 1.28 2.31E-02

amino acid transport 109 11 1.84 +  > 5 2.53E-02

response to hypoxia 156 13 2.64 + 4.92 2.66E-02

cellular response to chemical stimulus 1496 50 25.32 + 1.97 2.84E-02

oxidation-reduction process 847 34 14.34 + 2.37 2.93E-02

response to organonitrogen compound 454 23 7.68 + 2.99 3.17E-02

negative regulation of biological process 3945 102 66.77 + 1.53 3.20E-02

positive regulation of cell communication 1254 44 21.22 + 2.07 3.47E-02

regulation of phosphate metabolic process 1390 47 23.53 + 2.00 4.23E-02

single-organism behavior 398 21 6.74 + 3.12 4.52E-02

response to nitrogen compound 533 25 9.02 + 2.77 4.55E-02

regulation of phosphorus metabolic process 1395 47 23.61 + 1.99 4.65E-02

regulation of metal ion transport 306 18 5.18 + 3.48 4.97E-02



Supplemental Table S3

LeX+EGFR+ -enriched genes: overrepresentation test and related GO categories

GO Ontology database Released 2015-03-10

GO biological process complete
Mus 

musculus
Box Input

Box Input 

(expected)

over(+) or under(-) -representation of the 

GO category

Fold 

enrichment
p-value

Unclassified 1649 18 35.83 - .50 0.00E00

cell cycle 989 149 21.49 +  > 5 1.31E-76

cell cycle process 729 120 15.84 +  > 5 5.93E-64

mitotic cell cycle 505 100 10.97 +  > 5 2.23E-59

mitotic cell cycle process 485 97 10.54 +  > 5 8.53E-58

cell division 434 84 9.43 +  > 5 3.10E-48

cellular macromolecule metabolic process 5064 255 110.03 + 2.32 1.74E-42

mitotic nuclear division 304 68 6.61 +  > 5 4.17E-42

nucleic acid metabolic process 2976 189 64.66 + 2.92 3.65E-41

nuclear division 404 74 8.78 +  > 5 2.37E-40

DNA metabolic process 603 87 13.10 +  > 5 3.07E-40

nucleobase-containing compound metabolic process 3333 199 72.42 + 2.75 4.71E-40

heterocycle metabolic process 3470 202 75.40 + 2.68 3.22E-39

organelle fission 432 74 9.39 +  > 5 2.02E-38

cellular aromatic compound metabolic process 3502 201 76.09 + 2.64 4.90E-38

cellular nitrogen compound metabolic process 3650 204 79.31 + 2.57 4.36E-37

macromolecule metabolic process 5668 260 123.16 + 2.11 3.74E-36

organic cyclic compound metabolic process 3690 202 80.18 + 2.52 2.96E-35

regulation of cell cycle 703 87 15.28 +  > 5 3.15E-35

nitrogen compound metabolic process 3927 207 85.33 + 2.43 4.95E-34

organelle organization 2431 156 52.82 + 2.95 1.45E-32

cellular metabolic process 6683 272 145.21 + 1.87 4.10E-29

cellular process 12843 400 279.06 + 1.43 4.66E-28

single-organism organelle organization 1687 121 36.66 + 3.30 5.97E-28

cellular component organization or biogenesis 4143 199 90.02 + 2.21 1.29E-26

primary metabolic process 6870 271 149.27 + 1.82 1.70E-26

cellular macromolecule biosynthetic process 2602 151 56.54 + 2.67 1.93E-26

macromolecule biosynthetic process 2625 151 57.04 + 2.65 4.95E-26

chromosome organization 770 78 16.73 + 4.66 1.85E-25

organic substance metabolic process 7151 274 155.38 + 1.76 8.85E-25

chromosome segregation 193 42 4.19 +  > 5 2.68E-24

cellular component organization 4007 188 87.07 + 2.16 2.97E-23

regulation of cell cycle process 396 55 8.60 +  > 5 3.13E-23

gene expression 2560 142 55.62 + 2.55 1.83E-22

DNA replication 155 37 3.37 +  > 5 1.97E-22

cellular biosynthetic process 3273 164 71.12 + 2.31 3.29E-22

metabolic process 7804 283 169.57 + 1.67 5.43E-22

positive regulation of cell cycle 243 42 5.28 +  > 5 1.61E-20

organic substance biosynthetic process 3367 163 73.16 + 2.23 2.05E-20

biosynthetic process 3435 164 74.64 + 2.20 6.03E-20

regulation of macromolecule metabolic process 4608 192 100.12 + 1.92 1.09E-17

regulation of mitotic cell cycle 340 45 7.39 +  > 5 1.19E-17

DNA repair 356 45 7.74 +  > 5 6.92E-17

cellular response to DNA damage stimulus 548 55 11.91 + 4.62 9.65E-17

regulation of microtubule cytoskeleton organization 117 28 2.54 +  > 5 2.31E-16

sister chromatid segregation 78 24 1.69 +  > 5 4.32E-16

RNA metabolic process 2556 128 55.54 + 2.30 7.69E-16

regulation of primary metabolic process 4564 186 99.17 + 1.88 8.74E-16

macromolecular complex subunit organization 1684 99 36.59 + 2.71 9.83E-16

positive regulation of cell cycle process 175 32 3.80 +  > 5 1.10E-15

regulation of metabolic process 5368 207 116.64 + 1.77 1.12E-15

regulation of microtubule-based process 141 29 3.06 +  > 5 2.66E-15

regulation of cellular metabolic process 4767 190 103.58 + 1.83 3.15E-15

regulation of chromosome segregation 50 20 1.09 +  > 5 3.82E-15

regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 3204 146 69.62 + 2.10 4.06E-15

regulation of nitrogen compound metabolic process 3265 147 70.94 + 2.07 8.59E-15

regulation of cellular macromolecule biosynthetic process 3096 142 67.27 + 2.11 8.75E-15

mitotic sister chromatid segregation 67 21 1.46 +  > 5 6.32E-14

regulation of macromolecule biosynthetic process 3215 143 69.86 + 2.05 9.10E-14

cell cycle phase transition 112 25 2.43 +  > 5 1.20E-13

regulation of gene expression 3402 147 73.92 + 1.99 3.26E-13

DNA-dependent DNA replication 64 20 1.39 +  > 5 4.04E-13

microtubule cytoskeleton organization 299 37 6.50 +  > 5 4.19E-13

heterocycle biosynthetic process 2200 110 47.80 + 2.30 7.25E-13

regulation of cellular biosynthetic process 3355 144 72.90 + 1.98 1.41E-12

regulation of organelle organization 781 59 16.97 + 3.48 1.59E-12

nucleobase-containing compound biosynthetic process 2138 107 46.46 + 2.30 2.02E-12

aromatic compound biosynthetic process 2207 109 47.95 + 2.27 2.43E-12

cellular nitrogen compound biosynthetic process 2272 111 49.37 + 2.25 2.54E-12

negative regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 1105 71 24.01 + 2.96 4.08E-12

G-protein coupled receptor signaling pathway 1844 2 40.07 -  < 0.2 4.87E-12

regulation of RNA metabolic process 2933 130 63.73 + 2.04 6.67E-12

cellular protein metabolic process 2471 116 53.69 + 2.16 7.68E-12

regulation of biosynthetic process 3428 144 74.48 + 1.93 8.56E-12

negative regulation of nitrogen compound metabolic process 1130 71 24.55 + 2.89 1.24E-11

organic cyclic compound biosynthetic process 2307 110 50.13 + 2.19 1.88E-11

DNA conformation change 184 28 4.00 +  > 5 1.96E-11

translation 266 33 5.78 +  > 5 1.97E-11

regulation of nucleic acid-templated transcription 2840 126 61.71 + 2.04 2.05E-11

regulation of RNA biosynthetic process 2846 126 61.84 + 2.04 2.40E-11

positive regulation of cellular process 3943 157 85.68 + 1.83 2.61E-11

regulation of transcription, DNA-templated 2826 125 61.40 + 2.04 3.46E-11

mitotic cell cycle phase transition 107 22 2.32 +  > 5 5.37E-11

cell cycle checkpoint 135 24 2.93 +  > 5 7.27E-11

spindle organization 86 20 1.87 +  > 5 9.62E-11

sensory perception 1557 1 33.83 -  < 0.2 1.56E-10

chromatin organization 556 46 12.08 + 3.81 1.73E-10



negative regulation of cellular macromolecule biosynthetic process 1057 66 22.97 + 2.87 1.85E-10

DNA packaging 144 24 3.13 +  > 5 2.86E-10

positive regulation of biological process 4468 168 97.08 + 1.73 3.01E-10

negative regulation of macromolecule biosynthetic process 1113 67 24.18 + 2.77 6.16E-10

microtubule-based process 466 41 10.13 + 4.05 6.84E-10

negative regulation of gene expression 1173 69 25.49 + 2.71 7.33E-10

regulation of mitotic cell cycle phase transition 151 24 3.28 +  > 5 7.78E-10

negative regulation of macromolecule metabolic process 1824 90 39.63 + 2.27 1.81E-09

negative regulation of RNA metabolic process 1007 62 21.88 + 2.83 2.24E-09

regulation of cell cycle phase transition 160 24 3.48 +  > 5 2.61E-09

negative regulation of metabolic process 2130 99 46.28 + 2.14 3.12E-09

regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 1595 82 34.66 + 2.37 3.20E-09

negative regulation of cellular biosynthetic process 1160 67 25.20 + 2.66 3.98E-09

positive regulation of macromolecule metabolic process 2259 102 49.08 + 2.08 7.15E-09

negative regulation of biosynthetic process 1182 67 25.68 + 2.61 9.16E-09

negative regulation of transcription, DNA-templated 940 58 20.42 + 2.84 1.29E-08

negative regulation of RNA biosynthetic process 968 59 21.03 + 2.81 1.34E-08

negative regulation of cellular metabolic process 1911 90 41.52 + 2.17 2.31E-08

negative regulation of nucleic acid-templated transcription 954 58 20.73 + 2.80 2.32E-08

regulation of cytoskeleton organization 368 34 8.00 + 4.25 2.59E-08

regulation of DNA metabolic process 271 29 5.89 + 4.92 3.42E-08

system process 2217 10 48.17 - .21 3.87E-08

regulation of cellular process 9449 280 205.31 + 1.36 4.53E-08

protein complex subunit organization 1113 63 24.18 + 2.61 4.95E-08

regulation of cell division 220 26 4.78 +  > 5 5.26E-08

negative regulation of cellular process 3616 138 78.57 + 1.76 6.29E-08

cellular response to stress 1092 62 23.73 + 2.61 6.54E-08

negative regulation of biological process 3945 146 85.72 + 1.70 1.16E-07

positive regulation of mitotic cell cycle 114 19 2.48 +  > 5 1.30E-07

spindle assembly 53 14 1.15 +  > 5 1.72E-07

cytoskeleton organization 738 48 16.04 + 2.99 2.15E-07

chromatin modification 469 37 10.19 + 3.63 2.50E-07

chromosome condensation 27 11 .59 +  > 5 2.67E-07

DNA replication initiation 14 9 .30 +  > 5 3.10E-07

regulation of biological process 9865 286 214.35 + 1.33 3.15E-07

negative regulation of cell cycle 299 29 6.50 + 4.46 3.40E-07

cellular component biogenesis 1664 79 36.16 + 2.18 4.35E-07

single-organism process 11876 328 258.05 + 1.27 5.06E-07

regulation of attachment of spindle microtubules to kinetochore 10 8 .22 +  > 5 6.85E-07

regulation of cellular component organization 1781 82 38.70 + 2.12 7.74E-07

cell cycle G1/S phase transition 72 15 1.56 +  > 5 8.70E-07

G1/S transition of mitotic cell cycle 72 15 1.56 +  > 5 8.70E-07

RNA biosynthetic process 1918 86 41.68 + 2.06 9.20E-07

positive regulation of gene expression 1441 71 31.31 + 2.27 9.80E-07

single-organism cellular process 10482 297 227.76 + 1.30 1.31E-06

protein metabolic process 3114 120 67.66 + 1.77 1.38E-06

detection of chemical stimulus 1147 1 24.92 -  < 0.2 1.50E-06

positive regulation of metabolic process 2798 111 60.80 + 1.83 1.59E-06

neurological system process 1852 8 40.24 -  < 0.2 1.59E-06

transcription, DNA-templated 1910 85 41.50 + 2.05 1.74E-06

nucleic acid-templated transcription 1911 85 41.52 + 2.05 1.78E-06

positive regulation of cellular metabolic process 2393 98 52.00 + 1.88 4.76E-06

positive regulation of mitotic cell cycle phase transition 46 12 1.00 +  > 5 5.24E-06

positive regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 1445 69 31.40 + 2.20 6.78E-06

positive regulation of nitrogen compound metabolic process 1478 70 32.11 + 2.18 7.06E-06

biological regulation 10298 290 223.76 + 1.30 7.48E-06

positive regulation of cell cycle phase transition 48 12 1.04 +  > 5 8.41E-06

negative regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 698 43 15.17 + 2.84 1.21E-05

detection of stimulus 1269 3 27.57 -  < 0.2 1.53E-05

positive regulation of RNA metabolic process 1267 62 27.53 + 2.25 2.17E-05

regulation of chromosome organization 179 20 3.89 +  > 5 3.55E-05

cytokinesis 82 14 1.78 +  > 5 4.38E-05

mitotic chromosome condensation 11 7 .24 +  > 5 4.90E-05

DNA biosynthetic process 46 11 1.00 +  > 5 6.47E-05

positive regulation of cell division 117 16 2.54 +  > 5 8.01E-05

regulation of G2/M transition of mitotic cell cycle 37 10 .80 +  > 5 9.87E-05

DNA integrity checkpoint 88 14 1.91 +  > 5 1.05E-04

macromolecule modification 2053 84 44.61 + 1.88 1.09E-04

regulation of cyclin-dependent protein serine/threonine kinase activity 74 13 1.61 +  > 5 1.09E-04

regulation of cell cycle G2/M phase transition 38 10 .83 +  > 5 1.26E-04

mitotic cell cycle checkpoint 90 14 1.96 +  > 5 1.38E-04

positive regulation of macromolecule biosynthetic process 1398 64 30.38 + 2.11 1.43E-04

positive regulation of chromosome segregation 13 7 .28 +  > 5 1.52E-04

macromolecular complex assembly 999 51 21.71 + 2.35 1.68E-04

meiotic cell cycle 160 18 3.48 +  > 5 1.87E-04

mRNA metabolic process 401 29 8.71 + 3.33 2.23E-04

positive regulation of nucleic acid-templated transcription 1224 58 26.60 + 2.18 2.24E-04

positive regulation of transcription, DNA-templated 1224 58 26.60 + 2.18 2.24E-04

positive regulation of RNA biosynthetic process 1226 58 26.64 + 2.18 2.37E-04

regulation of nuclear division 129 16 2.80 +  > 5 3.02E-04

negative regulation of organelle organization 246 22 5.35 + 4.12 3.07E-04

negative regulation of mitotic cell cycle 147 17 3.19 +  > 5 3.09E-04

protein complex assembly 841 45 18.27 + 2.46 3.18E-04

protein complex biogenesis 843 45 18.32 + 2.46 3.40E-04

cellular component assembly 1499 66 32.57 + 2.03 3.58E-04

cellular protein modification process 1945 79 42.26 + 1.87 4.31E-04

protein modification process 1945 79 42.26 + 1.87 4.31E-04

RNA processing 416 29 9.04 + 3.21 4.81E-04

centrosome organization 57 11 1.24 +  > 5 5.53E-04

negative regulation of cell cycle process 137 16 2.98 +  > 5 6.75E-04

regulation of DNA repair 59 11 1.28 +  > 5 7.78E-04

spindle checkpoint 25 8 .54 +  > 5 7.86E-04

positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 963 48 20.92 + 2.29 8.99E-04

base-excision repair 36 9 .78 +  > 5 1.00E-03

microtubule cytoskeleton organization involved in mitosis 26 8 .56 +  > 5 1.06E-03

negative regulation of cellular component organization 488 31 10.60 + 2.92 1.27E-03

positive regulation of cellular biosynthetic process 1524 65 33.11 + 1.96 1.42E-03



mRNA processing 340 25 7.39 + 3.38 1.48E-03

microtubule organizing center organization 64 11 1.39 +  > 5 1.73E-03

mitotic spindle organization 39 9 .85 +  > 5 1.94E-03

DNA damage checkpoint 81 12 1.76 +  > 5 2.36E-03

centrosome cycle 29 8 .63 +  > 5 2.39E-03

protein localization to chromosome, centromeric region 12 6 .26 +  > 5 2.42E-03

cellular macromolecular complex assembly 479 30 10.41 + 2.88 2.69E-03

double-strand break repair 116 14 2.52 +  > 5 2.89E-03

positive regulation of biosynthetic process 1557 65 33.83 + 1.92 2.99E-03

meiotic nuclear division 118 14 2.56 +  > 5 3.53E-03

protein localization to chromosome 31 8 .67 +  > 5 3.92E-03

DNA recombination 158 16 3.43 + 4.66 4.37E-03

protein phosphorylation 658 36 14.30 + 2.52 4.50E-03

mitotic spindle assembly 22 7 .48 +  > 5 5.11E-03

establishment of chromosome localization 44 9 .96 +  > 5 5.24E-03

chromosome localization 44 9 .96 +  > 5 5.24E-03

transmembrane transport 877 2 19.06 -  < 0.2 5.57E-03

chromatin assembly or disassembly 123 14 2.67 +  > 5 5.73E-03

regulation of microtubule polymerization or depolymerization 58 10 1.26 +  > 5 5.90E-03

covalent chromatin modification 294 22 6.39 + 3.44 5.98E-03

ion transport 1061 4 23.05 -  < 0.2 6.59E-03

protein-DNA complex subunit organization 144 15 3.13 + 4.79 6.93E-03

regulation of centrosome cycle 34 8 .74 +  > 5 7.76E-03

regulation of cellular protein metabolic process 1774 70 38.55 + 1.82 7.77E-03

positive regulation of cell cycle G2/M phase transition 15 6 .33 +  > 5 8.72E-03

positive regulation of G2/M transition of mitotic cell cycle 15 6 .33 +  > 5 8.72E-03

metaphase plate congression 35 8 .76 +  > 5 9.61E-03

cytoskeleton-dependent cytokinesis 36 8 .78 +  > 5 1.18E-02

regulation of double-strand break repair 25 7 .54 +  > 5 1.18E-02

RNA splicing 260 20 5.65 + 3.54 1.25E-02

regulation of cytokinesis 49 9 1.06 +  > 5 1.25E-02

positive regulation of organelle organization 358 24 7.78 + 3.09 1.27E-02

meiotic cell cycle process 96 12 2.09 +  > 5 1.35E-02

regulation of proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic process 115 13 2.50 +  > 5 1.52E-02

mitotic cytokinesis 26 7 .56 +  > 5 1.53E-02

nucleosome organization 116 13 2.52 +  > 5 1.67E-02

regulation of mitotic nuclear division 99 12 2.15 +  > 5 1.85E-02

histone modification 291 21 6.32 + 3.32 1.85E-02

mitotic metaphase plate congression 27 7 .59 +  > 5 1.95E-02

cell surface receptor signaling pathway 3045 34 66.16 - .51 2.05E-02

developmental process 4496 140 97.69 + 1.43 2.05E-02

protein localization to kinetochore 10 5 .22 +  > 5 2.35E-02

positive regulation of cytokinesis 28 7 .61 +  > 5 2.47E-02

phosphorylation 932 43 20.25 + 2.12 2.96E-02

posttranscriptional regulation of gene expression 430 26 9.34 + 2.78 3.01E-02

regulation of cell death 1359 56 29.53 + 1.90 3.01E-02

regulation of sister chromatid segregation 29 7 .63 +  > 5 3.10E-02

protein-DNA complex assembly 123 13 2.67 + 4.86 3.11E-02

regulation of protein metabolic process 1957 73 42.52 + 1.72 3.28E-02

regulation of transferase activity 660 34 14.34 + 2.37 3.34E-02

regulation of response to DNA damage stimulus 124 13 2.69 + 4.82 3.39E-02

mitotic spindle midzone assembly 5 4 .11 +  > 5 3.74E-02

mitotic spindle elongation 5 4 .11 +  > 5 3.74E-02

peptidyl-amino acid modification 577 31 12.54 + 2.47 3.91E-02

chromatin assembly 107 12 2.32 +  > 5 4.02E-02

single-organism developmental process 4474 138 97.21 + 1.42 4.16E-02

ribosome biogenesis 189 16 4.11 + 3.90 4.18E-02

regulation of apoptotic process 1244 52 27.03 + 1.92 4.62E-02

negative regulation of mitotic cell cycle phase transition 74 10 1.61 +  > 5 4.96E-02
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1. Le tri cellulaire comme outil d’étude de la neurogenèse adulte 

 

1.1 Vers l’identification et  la purification des CSN adultes 

 

La capacité des cellules à former in vitro des neurosphères capables de 

s’autorenouveler et de se différencier dans les trois lignages neuraux - neurones, 

astrocytes, oligodendrocytes - a pendant longtemps été considérée comme une preuve 

de leur caractère souche (Reynolds and Weiss, 1992). Utilisant la capacité des cellules à 

former des neurosphères multipotentes comme indicateur de la présence de cellules 

souches, des études précurseurs ont ainsi permis un enrichissement significatif en CSN à 

partir de la ZSV adulte en développant différentes approches de tri cellulaire par 

cytométrie en flux, à partir des populations nestin+ (Kawaguchi et al., 2001),  

PNAfaibleHSA/CD24faible (Rietze et al., 2001),  LeX+ (Capela and Temple, 2002), EGFR+ 

(Ciccolini et al., 2005) et GFAP+ Prominin1/CD133+ (Beckervordersandforth et al., 2010). 

Cependant, la grande majorité des marqueurs utilisés ici étaient communs à plusieurs 

populations neurogéniques de la lignée neurale et ne permettaient pas de distinguer les 

CSN des progéniteurs intermédiaires. Ces études ont toutefois constitué une étape clé 

dans les premiers pas de la caractérisation de l’identité souche des CSN et ont souligné 

l'importance de travailler dans des conditions se rapprochant le plus possible du vivo 

pour se défaire des biais induits par la culture. Ceci est particulièrement bien illustré par 

la quasi absence de chevauchement entre le transcriptome de CSN activées fraichement 

isolées par cytométrie en flux (Beckervordersandforth et al., 2010) de celui de cellules 

issues de cultures de neurosphères, pourtant elles aussi enrichies en CSN activées 

(Ivanova et al., 2002). Une étude est allée plus loin en purifiant simultanément les CSN 

activées, les progéniteurs intermédiaires et les neuroblastes, mais ne permettait pas 

d’isoler les CSN quiescentes (Pastrana et al., 2009). L’identification de nouveaux 

marqueurs spécifiques des différentes populations cellulaires neurogéniques de la ZSV, 

ainsi que l’amélioration des techniques de tri cellulaire par cytométrie en flux existantes 

restent, à ce jour, cruciales pour définir la dynamique cellulaire des CSN ex vivo mais 

également in vivo. 
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1.2 Purification des CSN quiescentes, des CSN activées et de la progénie neurale 

 

Nous avons mis au point au sein du laboratoire une technique de purification par 

cytométrie en flux combinant le suivi de l’expression de trois marqueurs membranaires 

pour identifier et isoler les principales populations cellulaires de la ZSV adulte : 1/ le LeX 

qui est présent sur les CSN et les progéniteurs intermédiaires (Capela and Temple, 2002; 

Aguirre et al., 2004), 2/ le CD24 qui est exprimé par les neuroblastes et par les cellules 

épendymaires (Calaora et al., 1996; Pastrana et al., 2009), et enfin 3/ le récepteur de 

l’EGF porté par les cellules de la ZSV en prolifération par l’intermédiaire d’un ligand 

(Ciccolini et al., 2005). En plus de permettre pour la première fois la purification ciblée 

des CSN quiescentes (LeXbright) et des CSN activées (LeX+EGFR+), notre stratégie permet 

également d’isoler les progéniteurs intermédiaires (EGFR+) ainsi que les neuroblastes 

(CD24+) de la ZSV murine adulte.  

 

Notre technique de tri cellulaire ne requiert pas l’utilisation de souris 

transgéniques à l’inverse des techniques récemment mises au point par d’autres 

laboratoires de recherche (Beckervordersandforth et al., 2010; Codega et al., 2014). Ceci 

constitue l’une des forces de notre approche puisqu’il n’est pas nécessaire d’avoir des 

souris exprimant un gène rapporteur comme la GFAP ou le GLAST pour identifier les CSN. 

Cela permet de coupler facilement notre stratégie de suivi des populations 

neurogéniques de la ZSV à n’importe quel modèle de souris chez lesquelles l’expression 

d’un ou plusieurs gènes cibles est inactivée, ou chez lesquelles l’expression d’un gène est 

suivie à l’aide d’un gène rapporteur. Par exemple, nous avons montré que notre 

stratégie de purification pouvait être couplée au système FUCCI (Sakaue-Sawano et al., 

2008) et ainsi permettre de visualiser en temps réel la progression des cellules dans le 

cycle cellulaire.  
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1.3 Hétérogénéité cellulaire des populations neurogéniques triées 

 

Les marqueurs utilisés dans les stratégies de tri cellulaire développées pour 

l’heure ne sont pas suffisamment spécifiques pour permettre de travailler avec des 

populations cellulaires pures, qui sont toutefois fortement enrichies pour un type 

cellulaire donné. Ceci est en grande partie dû à la difficulté d’identifier des marqueurs 

spécifiques des différentes populations cellulaires présentes au sein des niches 

neurogéniques adultes. Ainsi, aucun marqueur spécifique des CSN quiescentes n’ayant 

été identifié pour l’heure, ces dernières sont distinguées des CSN activées par l’absence 

du récepteur à l’EGF à leur membrane (Daynac et al., 2013; Codega et al., 2014; Mich et 

al., 2014). L’hétérogénéité cellulaire des CSN quiescentes triées est pourtant bien 

apparente, par exemple au regard de leur répartition dans le cycle cellulaire et des 

différences d’expression du facteur de transcription Sox2 (Codega et al., 2014). 

 

Il faut également rappeler que les CSN de la ZSV adulte possèdent une identité 

régionale qu’elles héritent de leur localisation au cours du développement embryonnaire 

et qui les prédispose à générer des sous-types neuronaux distincts, ou des 

oligodendrocytes (Merkle et al., 2007; Ventura and Goldman, 2007; Young et al., 2007; 

Ortega et al., 2013; Azim et al., 2015). Pour l’heure, les différentes techniques de tri 

cellulaire pour isoler les CSN quiescentes et activées de la ZSV adulte ne prennent pas en 

compte l’origine régionale des cellules (Daynac et al., 2013; Codega et al., 2014; Mich et 

al., 2014) quand bien même elle pourrait être en partie responsable de leur 

hétérogénéité cellulaire. Il serait intéressant de combiner ces stratégies de marquage à 

des modèles de souris transgéniques permettant le suivi de l’expression des facteurs de 

transcription Emx1, Gsx1/2, Nkx2.1, Nkx6.2 et Zic1/3 qui sont chacun spécifique d’une 

origine embryonnaire distincte (Young et al., 2007; Fiorelli et al., 2015). Une approche 

plus simple à mettre en place pourrait consister à disséquer les différentes régions de la 

ZSV adulte (Azim et al., 2015). Ceci permettrait de déterminer si l’hétérogénéité 

régionale des CSN adultes participe à l’hétérogénéité cellulaire des CSN triées.  

 

Le caractère souche et multipotent des CSN triées par cytométrie en flux a été 

démontré in vivo par des expériences de transplantation intracérébrale (Codega et al., 

2014; Llorens-Bobadilla et al., 2015). Toutefois, il n’a pas été examiné dans ces 
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expériences si les neurones ou oligodendrocytes générés provenaient de sous-

populations distinctes parmi toutes les CSN transplantées. Il n’est donc pas possible de 

savoir si toutes les CSN triées sont multipotentes in vivo, et dans quelle mesure 

l’hétérogénéité des CSN quiescentes serait attribuable à des potentiels neurogéniques 

différents. Un moyen de réponse pourrait être de trier les CSN issues de souris Glast-

CreERT2 croisées avec la lignée rapportrice R26R-Confetti permettant de réaliser des 

analyses clonales grâce à l’expression aléatoire de 4 protéines fluorescentes dans les 

cellules, pour ensuite les transplanter le long des ventricules et suivre leur devenir de 

façon clonale (Calzolari et al., 2015). L’identification de marqueurs additionnels 

permettant de cibler plus spécifiquement les différentes sous-populations de CSN 

quiescentes et de CSN activées constitue donc une étape importante pour le futur. 
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2. Les CSN, entre quiescence et activation 

 

2.1 Caractérisation fonctionnelle des CSN quiescentes 

 

 Les CSN sont présentes sous deux états cellulaires distincts qui coexistent au sein 

des niches neurogéniques dans le cerveau adulte : 1/ en état de dormance non 

prolifératif où les cellules sont hors du cycle cellulaire ou en phase G1 très longue (état 

dit relativement quiescent), ce qui leur confère des propriétés de résistance aux 

traitements anti-mitotiques et à l’irradiation , et 2/ en prolifération (état dit activé) 

(Morshead et al., 1994; Doetsch et al., 1999a; Tada et al., 1999; Lugert et al., 2010; 

Cheung and Rando, 2013; Daynac et al., 2013). A l’aide de notre technique de tri 

cellulaire par cytométrie en flux, nous avons identifié les populations cellulaires LeXbright 

et LeX+EGFR+ comme correspondant respectivement aux CSN quiescentes et activées 

(Daynac et al., 2013). A la différence des cellules LeX+EGFR+ qui sont en prolifération et 

donc sensibles aux agents anti-mitotiques, les cellules LeXbright sont en majorité hors du 

cycle cellulaire et seraient responsables de la régénération de la ZSV après irradiation de 

par leur radio-résistance (Daynac et al., 2013).  

 

  Des expériences d’administration continue de BrdU dans l’eau de boisson sur 15 

jours suivie d’une période de chasse de 15 jours montrent que les cellules LeXbright 

retiennent le marquage BrdU du fait d’un cycle cellulaire lent, et correspondent donc aux 

label-retaining cells (Morshead et al., 1994). Similairement à ce qui a été précédemment 

rapporté (Codega et al., 2014; Mich et al., 2014), nous montrons qu’environ 6% des 

cellules LeXbright incorporent du BrdU en 15 jours et que plus de 50% d’entre elles 

conservent le marquage après une chasse de 30 jours. Par ailleurs, des données récentes 

suggèrent que la majorité des CSN sont produites au cours du développement 

embryonnaire (Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al., 2015). Nous montrons que la 

majeure partie des cellules LeXbright est formée au cours du développement 

embryonnaire entre E14,5 et E15,5 puis est maintenue dans un état quiescent jusqu’à 

l’âge postnatal P21. Il serait intéressant d’étudier les effets d’une irradiation in utero 

autour de cette période embryonnaire pour déterminer quelles pourraient être les 

conséquences à l’âge adulte sur les populations neurogéniques et sur les fonctions 
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cognitives liées à l’olfaction avec des études comportementales. De plus, bien que nous 

ayons montré que les cellules LeXbright étaient capables de générer les cellules de la 

progénie neurale in  vivo à l’aide de souris Glast-CreERT2 dans lesquelles la corrélation 

entre les cellules LeXbright et Glastbright a été démontrée (Daynac et al., 2016) (données non 

montrées), ce résultat reste à confirmer par des expériences de transplantation le long 

des ventricules latéraux. 

 

En accord avec la forte proportion de cellules en S-G2/M, les cellules LeX+EGFR+ 

sont hautement clonogéniques ex vivo. A l’inverse, les cellules LeXbright ne forment que 

très rarement des colonies. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer la faible 

clonogénicité des cellules LeXbright en culture. Tout d’abord, il est très probable que les 

techniques de culture cellulaire utilisées pour étudier les populations neurogéniques ne 

soient pas adaptées à l’étude des CSN quiescentes. En effet, les techniques de cultures 

en neurosphères ou en adhésion permettent l’étude de populations cellulaires qui se 

divisent activement et dont le nombre peut être rapidement amplifié en présence de 

mitogènes (Pastrana et al., 2011). Ne connaissant pas pour l’heure les composants 

essentiels de la niche requis pour l’activation des CSN quiescentes, par exemple des 

facteurs de croissance ou des éléments de la matrice extracellulaire, les conditions de 

cultures optimales restent à déterminer. Ceci pourrait expliquer très certainement en 

grande partie les échecs de mise en culture des CSN quiescentes (Daynac et al., 2013; 

Mich et al., 2014) et les taux de clonogénécité inférieurs à 1% lorsque leur culture est 

possible (Codega et al., 2014). Il est également possible que les CSN quiescentes 

possèdent des propriétés intrinsèques qui limitent toute expansion rapide en présence 

de facteurs de croissance en raison de leur cycle cellulaire lent, ou qu’une limitation 

intrinsèque existe quant au nombre de fois où elles peuvent se diviser. 
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2.2 La quiescence, un état cellulaire dynamique 

 

La quiescence a pendant longtemps été considérée comme un état cellulaire de 

dormance au cours duquel les cellules sont hors du cycle cellulaire. Des données 

récentes suggèrent que l’état quiescent est en fait constitué d’un continuum de stades 

cellulaires (Codega et al., 2014; Rodgers et al., 2014; Llorens-Bobadilla et al., 2015; Shin 

et al., 2015). Des expériences de séquençage à haut débit de l’ARN (ou RNA-Seq) cellule 

par cellule sur des CSN issues de la ZSV ou de la ZSG adulte en conditions physiologiques 

ont ainsi mis en évidence que la transition de l’état de quiescence à l’état activé 

s’effectue via un état intermédiaire de sortie de quiescence amorcée (Llorens-Bobadilla 

et al., 2015; Shin et al., 2015). De manière intéressante, l’équipe d’Ana Martin-Villalba 

montre par ailleurs que la sortie progressive de quiescence des CSN peut être reproduite 

dans un modèle d’ischémie où la grande majorité des CSN quiescentes progressent d’un 

état de dormance à un état de sortie de quiescence amorcée en 2 jours (Llorens-

Bobadilla et al., 2015). Les similitudes observées entre la sortie de quiescence amorcée 

dans le cerveau adulte et celle décrite pour les cellules souches satellites du muscle suite 

à une blessure suggèrent qu’il pourrait exister un mécanisme commun à l'activation des 

cellules souches quiescentes dans différents organes (Rodgers et al., 2014).  

 

Nous avons montré que les cellules LeXbright étaient radio-résistantes et qu’elles 

entraient en cycle 48 heures après une irradiation de 4 Gy pour régénérer la ZSV 

endommagée (Daynac et al., 2013). Afin d’identifier de nouveaux acteurs de l’activation 

des CSN quiescentes, nous avons initié une étude comparative du transcriptome des 

cellules LeXbright avant et 48 heures après irradiation. Nos résultats préliminaires sont 

particulièrement intéressants au regard des données récentes évoquées ci-dessus 

(Llorens-Bobadilla et al., 2015; Shin et al., 2015). En effet, bien que seul un faible 

pourcentage des cellules LeXbright entrent en cycle 48 heures après irradiation, nous 

observons un enrichissement en gènes liés au cycle cellulaire, à l’activité ribosomale et à 

la phosphorylation oxydative mitochondriale (données non montrées) similairement à ce 

qui a été rapporté pour l’état de sortie de quiescence amorcée des CSN dans 

l’hippocampe (Shin et al., 2015).  
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Afin de poursuivre la caractérisation des mécanismes régulant la transition 

quiescence-prolifération des CSN, nous avons réalisé une étude comparative du 

transcriptome des cellules LeXbright et LeX+EGFR+ issues de jeunes souris adultes. De 

manière intéressante, nos analyses d'ontologie et d’enrichissement génique révèlent des 

caractéristiques moléculaires distinctes. En accord avec l'état prolifératif des CSN 

activées in vivo, le transcriptome des cellules LeX+EGFR+ est enrichi en gènes impliqués 

dans le cycle cellulaire, la réparation de l'ADN, la transcription et la traduction. A 

l'inverse, les cellules LeXbright sont enrichies en processus liées à la communication 

cellulaire, la réponse à un stimulus et l’adhésion cellulaire. De plus, la majeure partie des 

gènes surexprimés dans les cellules LeXbright sont liés à la membrane cellulaire, soulignant 

la régulation de l'état quiescent par le microenvironnement. Ces résultats sont en accord 

avec des études récentes qui ont montré que l'équilibre entre quiescence et activation 

des CSN est étroitement régulé par des signaux extrinsèques en provenance de la niche 

par différentes voies de signalisation médiées par les récepteurs de surface et les 

interactions avec les cellules environnantes (Kokovay et al., 2012; Daynac et al., 2013; 

Kawaguchi et al., 2013; Ottone et al., 2014; Porlan et al., 2014; Daynac et al., 2016) . 

 

Nous nous sommes par la suite intéressés aux membres d’une famille de 

protéoglycanes transmembranaires à héparane sulfate, les syndécans (sdc). Leur profil 

d’expression est en effet pertinent puisque les sdc2 et sdc4 sont plus abondants les 

cellules LeXbright tandis que le sdc1 est fortement surexprimé par les cellules LeX+EGFR+. 

Le sdc1 a été montré nécessaire au maintien et à la prolifération des CSN et progéniteurs 

neuraux au cours du développement cortical (Wang et al., 2012), et la mise en culture 

des cellules embryonnaires Sdc1+ montre un enrichissement significatif en cellules 

capables d’initier des neurosphères ex vivo (Nagato et al., 2005). En accord avec ces 

données, nous montrons que le sdc1 est spécifiquement présent sur les populations 

cellulaires de la ZSV qui prolifèrent. De plus, nous avons mis en évidence que le niveau 

d’expression des sdc1-2-4 est directement modulé par le statut prolifératif des cellules. Il 

serait intéressant dans la suite de ce travail de caractériser les rôles fonctionnels des 
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membres de la famille des syndécans dans la balance quiescence-prolifération des CSN 

adultes. 

 

Il est important de noter que bien que la capacité des CSN quiescentes à s’activer 

après un stress in vivo pour maintenir l’homéostasie tissulaire de la ZSV adulte ait été 

décrite (Daynac et al., 2013; Codega et al., 2014; Mich et al., 2014; Llorens-Bobadilla et 

al., 2015), aucune donnée ne permet pour le moment de savoir s’il existe un retour en 

quiescence des CSN activées en conditions physiologiques. La question se pose alors 

quant aux mécanismes qui permettent leur maintien au cours du vieillissement. 
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3. Le vieillissement comme modèle d’étude des mécanismes régulant la 

neurogenèse adulte  

 

3.1 Acquisition d’un phénotype quiescent au cours du vieillissement 

 

 La diminution de la neurogenèse chez des souris d’âge moyen (12 mois) ou âgées 

(18-24 mois) au sein des niches neurogéniques et le déclin des fonctions cognitives 

associées ont été très largement documentés (Seki and Arai, 1995; Kuhn et al., 1996; 

Enwere et al., 2004; Bouab et al., 2011; Ming and Song, 2011). Toutefois, les origines 

cellulaires et moléculaires de ces altérations au cours du vieillissement restent peu 

connues. Il est cependant probable que la diminution de la prolifération observée au sein 

des niches neurogéniques au cours du vieillissement vienne d’un problème au niveau des 

CSN. Plusieurs hypothèses qui ne sont pas nécessairement mutuellement exclusives sont 

alors envisageables: l’épuisement de leur stock (potentiel prolifératif limité), 

l’augmentation de leur différenciation, l’augmentation de leur mort cellulaire, ou encore 

l’acquisition d’un phénotype quiescent avec l’âge (diminution de la fraction en 

prolifération et/ou allongement de la durée du cycle cellulaire). 

 

A l’aide de notre technique de tri cellulaire par cytométrie en flux, nous montrons 

que la diminution de la neurogenèse à 12 mois ne semble pas venir d’une perte des CSN 

dont le nombre reste stable. Nos résultats sont en apparente contradiction avec une 

précédente étude qui montrait une diminution de plus de 70% du nombre de CSN à 12 

mois (Shook et al., 2012). Ces différences peuvent s’expliquer par les approches 

expérimentales utilisées pour estimer le nombre de CSN. En effet, l’équipe de Joanne 

Conover a compté in situ le nombre de CSN contactant le ventricule via le cil primaire 

qu’elles projettent à travers le tapis de cellules épendymaires (Shook et al., 2012). 

Toutefois, l’organisation structurale de la ZSV est modifiée au cours du vieillissement et 

la majeure partie des CSN perdent leur contact avec le ventricule (Capilla-Gonzalez et al, 

2014). A l’inverse, notre technique de tri cellulaire par cytométrie en flux ne prend pas 

en compte la position des CSN le long de la surface ventriculaire (Daynac et al., 2013).  

 



189 
 

Alors que le nombre de CSN semble rester constant jusqu’à 12 mois, nous 

montrons que la fraction des CSN activées en prolifération diminue de plus de 90% à 12 

mois. Nous mettons également en évidence que ce déficit prolifératif des CSN activées 

apparaît dès 6 mois, plus tôt qu’anticipé. Couplant le système FUCCI (Sakaue-Sawano et 

al., 2008) à notre technique de tri cellulaire, nous avons pu distinguer pour la première 

fois les phases G1 et S-G2/M du cycle cellulaire des différentes populations 

neurogéniques de la ZSV adulte. Nous rapportons un allongement progressif de la phase 

G1 spécifiquement dans les CSN activées à 6 mois (+2,5h) et à 12 mois (+6,5 heures), 

rallongeant la durée totale du cycle cellulaire. De manière importante, alors que 

l’allongement de la phase G1 des précurseurs neuraux a été montré comme étant une 

condition à la fois nécessaire et suffisante pour induire leur différenciation (Salomoni 

and Calegari, 2010; Roccio et al., 2013), nous montrons que l’allongement observé chez 

les CSN activées est indépendant d’une entrée en différenciation. Cette altération du 

cycle cellulaire est corroborée par l’étude comparative du transcriptome de cellules 

LeX+EGFR+ issues de souris âgées de 2 mois et de 6 mois. En effet, nous constatons que la 

majorité des gènes liés au cycle cellulaire à 2 mois sont associés à la phase S-G2/M tandis 

qu’à 6 mois ils sont pour la plupart associés à la phase G1. Le déficit prolifératif des CSN 

activées à 6 mois et à 12 mois pourrait être du, entre autres, à leur perte de contact avec 

le ventricule et donc avec le liquide céphalo-rachidien (LCR) qui est une source 

importante de facteurs promouvant la prolifération des CSN adultes (Silva-Vargas et al., 

2016). Ceci pose alors la question de savoir si les CSN qui perdent le contact avec le 

ventricule au cours du vieillissement sont toujours mobilisables. Par ailleurs, le 

rallongement de la phase G1 à 6 mois des CSN activées n’est pas nécessairement le 

résultat d’un vieillissement précoce de la ZSV et pourrait correspondre à un processus 

développemental chez la jeune souris adulte (He et al., 2009).  
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3.2 Le microenvironnement, acteur majeur du vieillissement de la ZSV 

 

La régulation de la neurogenèse bulbaire adulte par la niche est largement 

documentée (pour revue, voir (Lim and Alvarez-Buylla, 2016)). La morphologie bipolaire 

des CSN leur permet de recevoir et d’intégrer une multitude de signaux en provenance 

du système vasculaire et du LCR qui modulent directement leurs propriétés, en plus de 

maintenir l’intégrité de la ZSV (Fuentealba et al., 2012). Toutefois, cela les rend 

également plus sensibles aux changements physiologiques de l’organisme, par exemple 

au cours du vieillissement (Silva-Vargas et al., 2013). En effet, de nombreuses études 

montrent que la dérégulation de facteurs extrinsèques et la désorganisation de 

l’architecture de la ZSV au cours du vieillissement participent directement à la 

diminution de la neurogenèse (Conover and Shook, 2011; Capilla-Gonzalez et al., 2015). 

 

Parmi les facteurs extrinsèques impliqués dans la diminution de la neurogenèse 

adulte, le TGFβ1 avait précédemment été montré comme inhibant la prolifération des 

CSN et des progéniteurs intermédiaires de l’hippocampe adulte qui s’accumulaient alors 

en phase G0/G1 du cycle cellulaire (Buckwalter et al., 2006; Wachs et al., 2006). 

Similairement, nous montrons que la diminution de la prolifération des CSN activées 

entre 2 mois et 6-12 mois suite au rallongement de la durée de leur phase G1 est 

directement liée à la surexpression du TGFβ1. En effet, l’ajout en culture du TGFβ1 

allonge la phase G1 des CSN activées et des progéniteurs intermédiaires in vitro, tandis 

que le blocage de la voie du TGFβ in vivo chez des souris âgées raccourcit spécifiquement 

la durée de la phase G1 des CSN activées. Nous montrons également pour la première 

fois une augmentation de la transcription des gènes de cette voie dans les CSN activées 

dès 6 mois dans notre étude transcriptomique.  

 

Alors que les CSN et les progéniteurs intermédiaires expriment tous deux les 

chaînes TβRI et TβRII nécessaires à la signalisation du TGFβ1 (Moustakas and Heldin, 

2009; Pineda et al., 2013), nous pouvons nous demander pourquoi le rallongement de la 

durée de la phase G1 est spécifique aux CSN dans la ZSV adulte. Une des explications 

pourrait venir de l’organisation de la niche et de son interconnexion avec le système 

vasculaire. Nous avons déjà montré au sein du laboratoire que les cellules endothéliales 

sont responsables de l’augmentation en TGFβ1 observée dans les ZSV de souris âgées de 
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12 et 24 mois (Pineda et al., 2013). Alors que l’on retrouve la grande majorité des CSN et 

des progéniteurs intermédiaires en prolifération à proximité directe des vaisseaux 

sanguins parcourant la niche, seules les CSN contactent directement les cellules 

endothéliales à l’aide de leurs longs prolongements apicaux à des endroits où la barrière 

hémato-encéphalique est particulièrement perméable (Tavazoie et al., 2008; Fuentealba 

et al., 2012). Ceci pourrait expliquer qu’une exposition in vitro au TGFβ1 des 

progéniteurs intermédiaires rallonge la durée de leur phase G1, tandis qu’aucun effet 

n’est observé in vivo chez des souris de 12 mois en raison de l’absence de contact direct 

avec les cellules endothéliales produisant le TGFβ1.  
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La stimulation du potentiel régénératif des CSN endogènes présentes dans les 

niches neurogéniques adultes pourrait constituer une stratégie thérapeutique 

particulièrement intéressante dans différentes pathologies du système nerveux central. 

Leur mise au point dépend d’une excellente compréhension des mécanismes régulant 

leur quiescence et leur prolifération. En effet, la majorité des CSN présentes dans le 

cerveau adulte chez l’Homme sont quiescentes mais conservent leur capacité à proliférer 

et à se différencier dans les principaux types de cellules neurales - neurones, astrocytes 

et oligodendrocytes (Kukekov et al., 1999; Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). 

 

Au cours de mon travail de thèse, je me suis intéressée plus spécifiquement aux 

mécanismes de régulation de la quiescence et de la prolifération des CSN présentes dans 

la ZSV de la souris adulte. Bien que la neurogenèse sous-ventriculaire chez l’Homme 

reste marginale à l’âge adulte (Sanai et al., 2011; Bergmann et al., 2012; Wang et al., 

2014), le modèle expérimental murin est pertinent pour étudier la régulation des CSN en 

conditions physiologiques et pathologiques. En effet, des CSN persistent le long des 

ventricules latéraux de la ZSV humaine adulte et sont mobilisables à la suite d’une lésion 

pour régénérer la zone touchée, par exemple à la suite d’une ischémie (Marti-Fabregas 

et al., 2010) similairement à ce qui est observé chez les rongeurs (Kernie and Parent, 

2010). De plus, l’étude de la diminution de la neurogenèse de la ZSV au cours du 

vieillissement chez les rongeurs peut permettre de mieux comprendre les mécanismes 

responsables de la chute brutale de la neurogenèse chez le jeune enfant après 18 mois 

(Sanai et al., 2011; Wang et al., 2011). 

 

Deux approches complémentaires ont été employées au cours de ce travail : 1) 

l’étude de la diminution de la neurogenèse au cours du vieillissement afin de mieux 

appréhender les facteurs essentiels au maintien d’une neurogenèse adulte, et 2) la 

caractérisation des mécanismes moléculaires associés à la balance quiescence-

prolifération des CSN. Deux publications récentes illustrent parfaitement comment 

l’étude du vieillissement des niches neurogéniques peut permettre d’identifier de 

nouveaux régulateurs de la prolifération des CSN adultes. Partant de l’observation que 

l’exposition d’une vieille souris au LCR ou à l’environnement vasculaire d’une jeune 

souris rétablissait la neurogenèse à un niveau similaire au jeune adulte et/ou augmentait 

la prolifération des CSN, deux groupes ont cherché à caractériser les facteurs 
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responsables via la comparaison de leur protéome entre le jeune adulte et la souris âgée 

(Katsimpardi et al., 2014; Silva-Vargas et al., 2016). Ces travaux ont permis d’identifier le 

growth differentiation factor 11 (GDF11), la BMP5 et l’IGF1 comme nouveaux régulateurs 

clés de la neurogenèse adulte et de la prolifération des CSN adultes. Par ailleurs, il serait 

intéressant de tester les candidats qui participent à la sortie de quiescence des CSN pour 

regarder s’il est possible de restaurer la prolifération des CSN chez des souris âgées et 

ainsi rétablir la neurogenèse à un niveau similaire aux jeunes adultes. 

 

Parmi les défis actuels reste la mise en culture des CSN quiescentes. En effet, elles 

ne forment que très rarement des neurosphères ou des colonies adhérentes ex vivo. 

Pour l’heure, seule l’équipe de Fiona Doetsch a réussi à faire proliférer les CSN 

quiescentes ex vivo mais avec un rendement extrêmement faible puisque moins de 1% 

des cellules forment des colonies au bout de 2 semaines (Codega et al., 2014). Deux 

hypothèses expliqueraient la difficulté de mettre en culture les CSN quiescentes : d’une 

part, un verrou moléculaire qui pourrait être éventuellement levé par son identification à 

l’aide des approches développées ci-dessous, et d’autre part, la persistance d’une trop 

grande hétérogénéité cellulaire dans les populations triées. Nous avons montré que les 

cellules LeXbright constituent une population hétérogène au regard de leur répartition 

dans les différentes phases du cycle cellulaire. En effet, l’utilisation de souris FUCCI-

Rouge (Sakaue-Sawano et al., 2008) nous a permis de mettre en évidence qu’environ 

30% d’entre elles sont en phase G1 et 70% hors du cycle cellulaire. Partant de 

l’hypothèse que les cellules LeXbright en phase G1 seraient les CSN quiescentes les plus 

susceptibles d’entrer en cycle ex vivo, il serait intéressant de trier cette sous-population 

et d’étudier leur potentiel clonogénique.  

 

Afin d’identifier de nouveaux régulateurs de la balance entre quiescence et 

prolifération des CSN adultes qui pourraient être utilisés pour activer les CSN 

quiescentes, nous avons réalisé une étude comparative du transcriptome des CSN 

quiescentes (LeXbright) et des CSN activées (LeX+EGFR+) isolées à partir de ZSV issues de 

jeunes souris adultes. Nous mettons en évidence que l’état de quiescence est régulé par 

le microenvironnement grâce aux nombreux récepteurs membranaires portés par les 

CSN quiescentes et via des molécules d’adhésion qui leur permettent d’interagir avec les 

cellules environnantes de la niche. Parmi les récepteurs différentiellement exprimés 
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entre les cellules LeXbright et LeX+EGFR+, nous avons identifié les membres de la famille 

des syndécans comme marqueurs et potentiels régulateurs des états de quiescence et de 

prolifération des CSN adultes. De manière intéressante, les syndécans sont capables de 

recruter à la surface cellulaire des facteurs de croissance connus pour moduler la 

prolifération des précurseurs neuronaux (Kwon et al., 2012). Le sdc1 apparaît comme le 

candidat le plus prometteur pour réguler la prolifération des CSN adultes. En effet, nous 

montrons qu’il n’est pas exprimé par les CSN quiescentes mais est présent sur toutes les 

populations de la progénie neurale qui prolifèrent au niveau de la ZSV. Par ailleurs, 

l’inhibition de son expression au cours du développement cortical diminue fortement le 

maintien et la prolifération des CSN et progéniteurs neuraux (Wang et al., 2012). Il serait 

intéressant de caractériser plus en détail son rôle dans la neurogenèse adulte en 

étudiant l’effet d’un plasmide shRNA réduisant l’expression du sdc1 dans des cultures de 

neurosphères. Il faudrait également étudier l’effet de la surexpression du sdc1 in vivo sur 

la prolifération des populations cellulaires neurogéniques de la ZSV, et plus 

particulièrement des cellules LeXbright. A l’inverse, les sdc2 et sdc4 pourraient être 

impliqués dans le maintien en quiescence des CSN. Nous pourrions étudier si l’inhibition 

de leur signalisation à l’aide d’anticorps bloquants ou de shRNA entraîne l’entrée en 

cycle des cellules LeXbright. 

 

Dans le but de mettre à jour d’autres verrous moléculaires régulant la sortie de 

quiescence des CSN adultes, il serait intéressant de s’appuyer sur un modèle 

expérimental qui permet d’activer les CSN quiescentes in vivo, à savoir la recolonisation 

de la ZSV après injection dans le ventricule latéral de l’agent anti-mitotique Ara-C ou 

après irradiation (Daynac et al., 2013). De manière intéressante, bien que les CSN 

quiescentes entrent rapidement en prolifération pour régénérer la niche endommagée in 

vivo, les CSN quiescentes irradiées ou exposées à l’Ara-C ne montrent pas 

d’augmentation de leur capacité à proliférer in vitro (Codega et al., 2014). Cette 

observation suggère que des facteurs en provenance de la niche sont nécessaires à leur 

entrée en cycle. Le système vasculaire et le LCR sécrété par le plexus choroïde ont tous 

deux déjà été impliqués dans la régulation de la prolifération des CSN adultes en 

conditions physiologiques (Silva-Vargas et al., 2016). Nous pourrions mettre en place des 

co-cultures de cellules endothéliales irradiées et de cellules LeXbright, ou bien préparer un 

milieu conditionné à partir des cellules endothéliales avant et après irradiation dans 
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lequel les cellules LeXbright seraient mises en culture. De la même manière, le LCR pourrait 

être prélevé sur des souris irradiées, ou un milieu conditionné pourrait être préparé à 

partir du plexus choroïde. Dans le cas où ces systèmes permettraient l’entrée en cycle 

des cellules LeXbright, la composition protéique du milieu conditionné pourra être 

comparée avant et après irradiation afin d’identifier de potentiels régulateurs de la sortie 

de quiescence des CSN.  

 

L’étude de l’évolution avec l’âge de la ZSV nous a permis de montrer une 

diminution spécifique de la prolifération des CSN activées associée à une dérégulation de 

la machinerie du cycle cellulaire. Ainsi, les CSN activées acquièrent progressivement un 

phénotype quiescent avec l’allongement de la phase G1 dès 6 mois, médié par une 

augmentation du TGFβ1, puis la diminution de leur clonogénicité à partir de 12 mois. De 

manière importante, ce changement intervient alors que le nombre de CSN reste 

inchangé. Nos résultats montrent que malgré la diminution de la neurogenèse au cours 

du temps, les CSN endogènes encore présentes peuvent servir de cibles thérapeutiques 

pour restaurer la production de progéniteurs neuraux et ainsi palier à la baisse de 

production de nouveaux neurones. Nous pourrions tester les candidats qui participent à 

la régulation de la balance entre quiescence et prolifération des CSN, par exemple le 

sdc1, sur des souris âgées pour évaluer s’il est possible de restaurer la prolifération des 

CSN activées et ainsi rétablir la neurogenèse à un niveau similaire aux jeunes adultes. 

Une telle mobilisation des CSN est également envisageable chez l’Homme puisque les 

CSN conservent leur capacité à proliférer et à se différencier même chez des personnes 

très âgées et atteintes de maladies neurodégénératives (van den Berge et al., 2010).  

 

Pris dans leur ensemble, nos résultats montrent que de nombreux mécanismes et 

voies de signalisation sont impliqués, d’une part, dans la régulation de l’entrée en cycle 

des CSN quiescentes, et d’autre part, dans le maintien de la prolifération des CSN au 

cours du vieillissement. Dans le cadre d’une stratégie thérapeutique, il serait intéressant 

de cibler simultanément les facteurs inhibiteurs apparaissant au cours du vieillissement 

dans les niches neurogéniques et les facteurs stimulant l’entrée dans le cycle des CSN 

quiescentes. Il faudra alors s’assurer que l’activation des CSN ne perturbe pas leur 

capacité à s’autorenouveler pour éviter de provoquer un épuisement précoce de leur 

stock et ne modifie pas leur capacité à se différencier dans les trois lignages neuraux. 
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Titre : Régulation de la quiescence et de la prolifération des cellules souches neurales dans le 
cerveau adulte. 

Mots clés : neurogenèse adulte, zone sous-ventriculaire, cellules souches neurales, cytométrie en 
flux, vieillissement, quiescence. 

Résumé : La production de nouveaux neurones, 
un processus appelé neurogenèse, persiste à 
l’âge adulte et est assurée par les cellules 
souches neurales (CSN) au sein de niches 
spécialisées telle que la zone sous-ventriculaire 
(ZSV). Cependant, la neurogenèse adulte 
diminue à la suite de diverses atteintes 
cérébrales et au cours du vieillissement, 
provoquant des déclins cognitifs pour l’heure 
irréversibles.  
 

A l’aide d’une méthode de cytométrie en flux 
développée au laboratoire, nous avons montré 
que le déclin progressif de la neurogenèse de la 
ZSV au cours du vieillissement est lié, non pas à 
une diminution du nombre des CSN, mais à une 
forte réduction de leur prolifération due, 
notamment, à l’allongement spécifique de la 
phase G1 médiée par l’augmentation du 
TGFβ1. 

Par ailleurs, nous avons isolé les CSN 
quiescentes et les CSN en prolifération afin de 
caractériser leurs propriétés cellulaires et 
établir leur profil d'expression génique. 
L’analyse comparative de ces deux populations 
de CSN a révélé plusieurs niveaux de régulation 
de la balance entre quiescence et prolifération, 
telles que l’intégration de signaux en 
provenance du microenvironnement et 
l’existence de programmes de transcription 
distincts. 
 
L’ensemble de ces résultats ouvrent des 
perspectives pour l’utilisation des CSN 
quiescentes endogènes comme cibles 
thérapeutiques au cours du vieillissement ou 
pour régénérer les tissus cérébraux lésés.  
 

 

 

Title : Regulation of quiescence and proliferation of neural stem cells in the adult brain. 

Keywords : adult neurogenesis, subventricular zone, neural stem cells, flow cytometry,  aging, 
quiescence. 

Abstract : The production of new neurons, a 
process called neurogenesis, persists during 
adulthood and is ensured by neural stem cells 
(NSCs) that are located in specialized niches in 
the mammalian brain such as the 
subventricular zone (SVZ). However, adult 
neurogenesis declines dramatically following 
brain damage and during aging leading to 
irreversible cognitive deficits.  
 
Using a flow cytometry-based cell sorting 
strategy, we show that the progressive age-
related decline in SVZ neurogenesis is not 
caused by a loss of NSCs but rather by a 
proliferation deficit of NSCs with the 
lengthening of their G1 phase due to increased 
levels of TGFβ1.  

We then sorted quiescent and proliferative 
NSCs to characterize their functional 
properties and define their gene expression 
profiles. Comparative analysis of the two 
populations of NSCs reveals that the balance 
between quiescence and proliferation is 
regulated at multiple levels with the 
integration of external signals from the 
microenvironment and distinct transcriptional 
programs. 
 
Taken together, our results open new vistas 
into the potential use of endogenous 
quiescent NSCs as therapeutic targets to 
increase neurogenesis in the aged brain and to 
participate to the regeneration of damaged 
brain tissue.  
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