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NOUVELLE

Une hypoplasie ponto-
cérébelleuse causée par
Paccumulation d’un inositol

phosphate

€kin Ucuncu!, Karthyayani Rajamanil, Lydie Burglen?,
Nathalie Boddaert?, Adolfo Saiardi?, Vincent Cantugrel1

> Les hypoplasies ponto-cérébelleuses
forment un groupe de maladies neu-
rodégénératives périnatales trés rares,
caractérisées par une hypoplasie ou une
atrophie précoce du cervelet et du tronc
cérébral, une structure cérébrale impli-
quée dans des fonctions vitales, notam-
ment la respiration. La dégénérescence
débute au cours du développement céré-
bral, souvent avant la naissance. €lle
est responsable d’une microcéphalie,
parfois congénitale, mais plus souvent
d’apparition progressive. Les dévelop-
pements moteur et cognitif sont altérés
deés les premiers mois de vie, et la mala-
die est le plus souvent mortelle dans
I’enfance. Ces maladies sont principale-
ment génétiques et transmises selon un
mode autosomique récessif. Pres de 20
génes responsables ont été identifiés a
ce jour [1, 2]. La plupart sont impliqués
dans I’épissage et la maturation d’ARN
codants ou non codants, alors que les
autres génes jouent des roles différents.
Les mécanismes cellulaires et molécu-
laires responsables de la dégénérescence
sont mal compris.

Un nouveau gene responsable

d’une hypoplasie ponto-cérébelleuse :
MINPP1

Nous avons étudié quatre familles dans
lesquelles les patients présentaient un
phénotype semblable, une hypoplasie
ponto-cérébelleuse avec des symptomes
graves et généralement progressifs, sans
mutation dans les génes connus. Lexis-
tence atypique de signes de dégénéres-
cence des noyaux gris centraux, révélée
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par I'imagerie par résonance magnétique
(IRM) cérébrale de ces patients, a permis
de définir un sous-type particulier d’hy-
poplasie ponto-cérébelleuse (Figure 14).
€n utilisant une technique de séquen-
cage a haut-débit de ’ADN, des muta-
tions bialléliques entrafnant une perte
de fonction ont été identifiées dans le
géne MINPP1 (multiple inositol-poly-
phosphate phosphatase 1) chez tous les
patients [3]. MINPPI est impliqué dans
le métabolisme des inositol phosphates,
des molécules impliquées dans la signa-
lisation cellulaire [4]. A la différence
des phosphoinosi-
tides, qui ont une
partie lipidique et
sont localisés dans
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cellulaires [5] (=¥), les inositol phos-
phates sont solubles dans le cytoplasme.
MINPPI code une enzyme ubiquitaire qui
hydrolyse des groupements phosphates
de I'inositol hexakisphosphate (IPy),
ou acide phytique (Figure 1B). Dans les
graines des plantes, I'acide phytique joue
un rdle de réserve de phosphore et d’ions
métalliques tels que Mg?*, Fe?* et Ca?*
[6]. Etonnamment, bien qu’il soit I'inosi-
tol phosphate le plus abondant dans les
cellules des mammiféres, on connait trés
mal son role dans ces cellules.

Utilisation des cellules souches
humaines induites pour modéliser

la neurodégénérescence précoce dans
la maladie

Afin d’établir un modele cellulaire per-
tinent pour I’étude de la maladie, nous
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avons généré des cellules souches plu-
ripotentes induites humaines (CSPi) &
partir de cellules provenant de patients
porteurs de mutations de MINPPI. Paral-
lelement, nous avons généré des CSPi
invalidées pour MINPPI par la technique
CRISPR/Cas9. Nous avons ensuite montré
que les mutations de MINPP] empéchent
la différenciation des cellules progéni-
trices neurales en neurones. Cet effet
s’accompagne d’un exces de mort cellu-
laire par apoptose, qui n'est pas observé
pour d’autres types de cellules, ce qui
indique que les cellules neurales sont
particulierement sensibles a ce défaut
génétique [3]. Ainsi, ces résultats ont
révélé le role critique de MINPPI dans la
différenciation et la survie neuronales,
bien que I’étape ou survient la mort
cellulaire au cours du processus de dif-
férenciation reste a déterminer.

MINPP1 est impliqué dans

la régulation des concentrations
cellulaires d’acide phytique

€n collaboration avec I'équipe de I'un
d’entre nous (Adolfo Saiardi, University
College London), nous avons quantifié
les niveaux de différents inositols phos-
phates dans les cellules de plusieurs
lignées cellulaires rendues déficientes en
MINPP1. Pour cela, un marquage méta-
bolique a été réalisé en cultivant des
cellules en présence d’inositol radio-
marqué, un précurseur de la synthese
des différents inositol phosphates, qui
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Figure 1. A. Imagerie cérébrale par résonance magnétique chez un patient atteint d’une hypoplasie

ponto-cérébelleuse et porteur de mutations bi-alléliques de MINPP1, et chez un individu témoin.

Coupe sagittale (en haut) et axiale (en bas). Les images obtenues chez le patient montrent un

degré variable d’hypoplasie du tronc cérébral (fléche rouge) et du cervelet (téte de fleche),

associée A une intensité anormale du signal au niveau des noyaux gris centraux (fléches oranges).

B. Représentation schématique de I’acide phytique (IPz). Uacide phytique, avec ses six groupe-

ments phosphates (P), se lie fortement aux cations bivalents, tels que Ca?, Mg2+ ou Fe?*.
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Figure 2. Modélisation de ’accumulation intracellulaire d’acide phytique (IP6) au cours de la

différenciation neuronale des cellules progénitrices. n I’absence de MINPP1, I’augmentation de

la concentration d’acide phytique (IP;) peut entrainer une chélation des cations intracellulaires

bivalents, tels que Ca*, dans le réticulum endoplasmique, et une diminution de la concentration

des cations libres. Cette perturbation de "lhoméostasie cationique pourrait étre a 'origine de la

différenciation neuronale anormale et de la mort cellulaire observées au cours de la différencia-

tion des cellules progénitrices neurales porteuses d’une mutation de MINPPI.

peuvent ensuite étre quantifiés dans les
cellules [7]. Cette analyse a permis de
décrire un profil commun de variation de
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plusieurs de ces composés en I'absence de
MINPP1 : diminution des produits de I’en-
zyme MINPP1, et surtout franche augmen-

tation de son substrat principal, I'acide
phytique, en particulier dans les cellules
neurales en cours de différenciation, ol
sa concentration avait presque doublé
[3]. Ce résultat, qui confirme le rdle pré-
pondérant de I’enzyme MINPP1 dans la
régulation de la concentration intracel-
lulaire d’acide phytique, précédemment
décrite comme stable [4], nous a amenés
@ nous interroger sur les conséquences de
I’augmentation de la concentration de cet
inositol polyphosphate.

LPaccumulation intracellulaire d’acide
phytique perturbe ’homéostasie
calcique

U'acide phytique étant un puissant ché-
lateur!, nous avons émis I’hypothése que
son accumulation causait un déséquilibre
dans I’homéostasie intracellulaire de
certains ions, notamment I'ion calcium
(Ca®), connus pour leur réle dans la sur-
vie cellulaire et la différenciation neu-
ronale. €n accord avec cette hypothese,
la concentration cytoplasmique d’ions
Ca?* libres (non chélatés), évaluée grdce
a Pindicateur fluorescent Fluo-4 AM,
s'est révélée fortement réduite dans les
cellules d’une lignée cellulaire mutante
pour MINPPL. Dans la cellule, Ca?* est
présent en abondance dans certains
organites, notamment dans le réticulum
endoplasmique, qui sert de réservoir pour
cet ion. Ce réservoir calcique joue un role
essentiel dans la signalisation cellulaire
au cours du développement cérébral, de
I’induction neurale [8] (=») a la diffé-
renciation neuronale [9]. Or I’enzyme
MINPPL est princi-
palement localisée
dans
endoplasmique.
Pour évaluer si ce réservoir de Ca?* était
particulierement affecté par les muta-
tions de MINPPI, nous avons utilisé la
caféine, connue pour déclencher la libé-
ration des ions Ca?* du réticulum endo-
plasmique vers le cytoplasme. €n réponse

(=) Voir la syntheése
de M. Moreau et al.,
m/s n° 11, novembe
2020, page 1018

le réticulum

! La chélation est un processus physico-chimique au cours
duquel est formé un complexe entre un ligand, le chélateur, et
un cation métallique, que I'on dit alors « chélaté ».
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a la caféine, les cellules mutantes pré-
sentaient une franche diminution de
cette mobilisation du Ca®* du réticulum
endoplasmique par rapport aux cel-
lules témoins, suggérant une réduction
importante de la quantité de Ca®* stoc-
kée dans cet organite. Nous avons pu
prévenir I’apparition de ce phénotype
anormal en surexprimant MINPP1 dans
ces cellules qui en étaient dépourvues,
démontrant ainsi la spécificité du phé-
nomene observé. Ces résultats montrent
donc que MINPP1, en dégradant I'acide
phytique, joue un rdle critique dans
I’homéostasie du calcium contenu dans
le réticulum endoplasmique (Figure 2).
Nous avons montré qu’un exces d’acide
phytique pouvait également chélater
d’autres cations métalliques, comme
Fe¥* [3].

Perspectives
Nous avons identifié une nouvelle forme
génétique d’hypoplasie ponto-cérébel-
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leuse, ainsi que les mécanismes biochi-
miques et cellulaires qui y sont associés.
Notre étude a révélé, pour la premiére fois,
Pimplication d’'une anomalie du métabo-
lisme des inositol phosphates dans une
maladie du développement. Il reste @ com-
prendre comment I'accumulation intra-
cellulaire d’acide phytique et la chélation
qui lui est associée agissent sur la survie
neuronale et le développement cérébral in
vivo. Le Ca®* est-il seul en cause ? Est-il
possible de corriger le défaut métabolique
a l'origine de cette maladie ? LUétude du
modeéle murin de la maladie que nous avons
récemment réalisée pourrait contribuer a
mieux comprendre sa pathogénie et appor-
ter certaines réponses a ces questions. ¢

A disruption of inositol phosphates
metabolism causes pontocerebellar
hypoplasia
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