p27kip1 independently promotes neuronal differentiation and migration in the cerebral cortex
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Summary 
The generation of glutamatergic neurons by stem and progenitor cells is a complex process involving the tight coordination of multiple cellular activities, including cell cycle exit, initiation of neuronal differentiation and cell migration. The mechanisms that integrate these different events into a coherent program are not well understood. Here we show that the cyclin-dependent kinase inhibitor p27Kip1 plays an important role in neurogenesis in the mouse cerebral cortex, by promoting the differentiation and radial migration of cortical projection neurons. Importantly, p27Kip1 promotes neuronal differentiation and neuronal migration via two distinct mechanisms, which are themselves independent of the cell cycle regulatory function of p27Kip1. p27Kip1 inactivation by gene targeting or RNA interference results in neuronal differentiation and radial migration defects, demonstrating that p27Kip1 regulates cell migration in vivo. The differentiation defect, but not the migration defect, is rescued by overexpression of the proneural gene Neurogenin 2. p27Kip1 acts by stabilizing Neurogenin 2 protein, an activity carried by the N-terminal half of the protein. The migration defect resulting from p27Kip1 inactivation is rescued by blocking RhoA signalling, an activity that resides in the C-terminal half of p27Kip1. Thus, p27Kip1 plays a key role in cortical development, acting as a modular protein that independently regulates and couples multiple cellular pathways contributing to neurogenesis.  
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Résumé 

La production des neurones glutamatergiques du cortex cérébral à partir de cellules souches et progénitrices est un processus biologique complexe qui requiert une coordination de la sortie du cycle cellulaire avec l’initiation de la différenciation neuronale et la migration radiaire. Les mécanismes qui intègrent ces différents évènements biologiques en un programme développemental cohérent restent méconnus. Dans ce travail, nous démontrons que p27Kip1, un inhibiteur de kinases dépendantes de cyclines, promeut la migration radiaire et la différenciation des neurones de projection du cortex cérébral via des mécanismes moléculaires distincts qui sont indépendants de la régulation du cycle cellulaire. L’invalidation de p27Kip1 par recombinaison homologue ou par électroporation d’ARN interférants résulte en des défauts de migration et de différenciation de ces neurones corticaux qui illustrent l’importance que joue p27Kip1 dans la régulation de ces deux processus in vivo. Le défaut de différenciation neuronal résultant de l’invalidation de l’activité de p27Kip1 est corrigé par la surexpression du facteur de transcription Neurogénine 2. En effet, nous montrons que c’est en stabilisant la protéine Neurogénine 2 via une activité dépendante d’un domaine de sa partie terminale « N » que p27Kip1 induit la différenciation neuronale. La réduction de migration radiaire est quant à elle corrigée par un blocage de la voie de signalisation dépendante de l’activation de la petite GTPase RhoA, une fonction que p27Kip1 remplit via une interaction protéique directe d’un domaine de sa partie terminale « C » avec cette GTPase. Au vu de nos résultats, p27 Kip1 apparaît comme étant une protéine modulaire qui régule et coordonne les étapes cellulaires nécessaires pour la production et la maturation des neurones de projection du cortex cérébral.


Le télencéphale est une des régions les plus élaborées du système nerveux central dont l’extraordinaire degré d’organisation reflète la coordination de la production et de la migration d’une grande variété de neurones nés dans les régions germinatives du télencéphale. La migration et différenciation des neurones a principalement été étudiée durant le développement du cortex cérébral. Cette structure est issue de la partie dorsale du télencéphale et constitue une région hautement spécialisée et impliquée notamment dans les fonctions cognitives des mammifères. Le cortex cérébral est organisé en six couches neuronales générées successivement entre les jours embryonnaires 11 (E11) et E18 chez la souris. Sa formation implique la production et migration de neurones excitateurs (glutamatergiques) nés dans les régions germinatives du cortex 3 ainsi que d’interneurones inhibiteurs (GABAergiques) produits dans les éminences ganglionnaires (EG) du télencéphale 5. La production de neurones glutamatergiques à partir de cellules souches dans le cortex cérébral est un processus complexe qui requiert une coordination stricte de divers évènements biologiques, incluant la sortie du cycle cellulaire, l’initiation de différenciation neuronale, et la migration cellulaire. Les mécanismes moléculaires qui intègrent et coordonnent ces évènements en un programme développemental cohérent restent à être élucidés. A cet égard, les gènes proneuraux qui encodent les facteurs de transcription à domaine basic Helix-loop-helix (bHLH) ─ Neurogénines 1/2 (Ngns) et Mash1 chez la souris ─ sont non seulement indispensables à l’entrée des cellules souches dans un programme de différenciation neuronale, mais sont également impliqués dans la promotion de sortie de cycle via la transcription de protéines inhibitrices (CKIs) de l’activité des kinases-dépendantes de cyclines (CDKs) 1. Les membres de la famille Cip/Kip de CKIs sont, à l’instar des gènes proneuraux, de bons candidats à la régulation du processus de neurogenèse puisqu’ils régulent la sortie de cycle cellulaire (figure 1) et, comme le suggèrent différentes études menées in vitro, la différenciation et la migration cellulaire dans différents systèmes. On peut dès lors raisonnablement postuler que ces molécules puissent coordonner les processus biologiques qui régulent la production de neurones matures dans le cortex cérébral des mammifères. 

Afin de tester cette hypothèse, nous avons étudié les fonctions des protéines de la famille Cip/Kip ─ composée de trois membres chez les mammifères, p21Cip1, p27Kip1 et p57Kip2 ─ durant la genèse des neurones glutamatergiques du cortex cérébral. L’analyse des cerveaux de souris invalidés pour le gène p27Kip1 a révèlé des défauts de différenciation et de migration des neurones glutamatergiques dans la zone intermédiaire et la plaque corticale du cortex cérébral en développement. Remarquablement, ces défauts ne résultent pas de l’altération de la régulation du cycle cellulaire car les cerveaux d’animaux knock-in p27CK- ─ dont la séquence codante du gène p27Kip1 a été remplacée par une forme mutée du gène (p27CK-) dépourvue d’activité régulatrice du cycle cellulaire ─ ne présentent pas de défauts similaires. L’étude histologique de cerveaux sauvages d’embryons  E14.5 a montré que p27Kip1 était, parmi les gènes de la famille Cip/Kip, le seul à être exprimé significativement (ARN messagers et protéines) depuis la région germinale jusqu’aux couches supérieures du cortex cérébral. De plus, nos expériences de gain ou perte de fonction par éléctroporation in utero ont montré que seule p27Kip1 contrôlait la différenciation neuronale et la migration radiaire des neurones du cortex cérébral à E14.5. 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux mécanismes moléculaires via lesquels p27Kip1 régulait ces deux processus biologiques. Nous avons choisi d’étudier les fonctions de la Ngn2 qui, compte tenu de son patron d’expression et de son activité neurogénique dans le cortex cérébral 2, 4, figurait parmi les molécules candidates capables d’agir de concert avec p27Kip1 pour réguler la migration et différenciation des neurones glutamatergiques. Nos résultats ont montré que p27Kip1 contrôlait la différenciation neuronale en stabilisant la protéine Ngn2 dans les progéniteurs corticaux et ce, via l’activité d’un domaine moléculaire localisé dans la partie terminal « N » de p27Kip1(figure 1). Cependant, la surexpression de Ngn2 dans les progéniteurs corticaux ne corrigeait pas le défaut de migration observé dans le cortex des souris invalidées pour le gène p27Kip1. En fait, nous avons démontré que p27Kip1 favorisait la migration des neurones glutamatergiques en empêchant l’activation de la petite GTPase RhoA et ce, via une interaction d’un domaine de p27Kip1 localisé dans sa partie terminal « C » avec RhoA (figure 1). En effet, en se liant directement à RhoA dans le cytoplasme, p27Kip1 empêche son activation et de ce fait la signalisation moléculaire en avale de RhoA et dépendante des kinases ROCK1 et ROCK2. Dès lors, p27Kip1 apparaît comme étant une protéine modulaire, qui régule de façon indépendante plusieurs voies de signalisation impliquées dans le processus de neurogenèse corticale. Dès lors, nous proposons que p27Kip1 joue un rôle primordiale dans la coordination de la sortie du cycle cellulaire avec l’initiation de la différenciation et de la migration radiaire des neurones glutamatergiques qui a lieu pendant le dévelopment du cortex cérébral . 
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p27Kip1 régule indépendamment plusieurs événements cellulaires impliqués dans la production des neurones de projection du cortex cérébral.

Schéma illustrant une portion du cortex cérébral d’un embryon de souris E14 (à gauche) et les voies de signalisations moléculaires induites par p27Kip1 qui régulent la sortie du cycle cellulaire, la différenciation neuronale et la migration radiaire des neurones de projection (à droite). (1) Via un domaine de sa portion terminale « N » (N-term), p27Kip1 inhibe l’activité de couples spécifiques de cyclines/kinases-dépendantes de cyclines (CDK) et promeut la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs de la zone ventriculaire (ZV) et de la zone sous-ventriculaire (ZSV). (2) En stabilisant Neurogénine 2 (Ngn2) via un domaine localisé dans sa portion terminale « N », p27Kip1 induit la différenciation des progéniteurs corticaux en neurones de projection. (3) p27Kip1 promeut la migration radiaire des neurones de projection en bloquant l’activité de la petite GTPase RhoA via l’interaction protéique d’un domaine de sa portion terminale « C » (C-term) avec RhoA. 
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