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Abréviations :

ADNmt : acide désoxyribonucléique mitochondrial
ARNIL : acide ribonucléique de transfert

ARNr : acide ribonucléique ribosomal

OXPHOS : phosphorylation oxydative

ROS : dérivés réactifs a 'oxygene (Reactive oxygeecss)
RRF : fibre rouge déchiquetée (Ragged Red Fiber)
COX : cytochrome c oxydase

KSS: syndrome Kearns-Sayre

MELAS : Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosasd Stroke-like
episodes

MERRF: Myoclonic Epilepsy with Ragged Red Fibers
NARP: neuropathie, ataxie, rétinite pigmentaire

PEO: ophtalmoplégie externe  progressive  (Progressivexterial
Ophtalmoplegia)

PCR : Polymerase chain Reaction

RFLP : polymorphisme de longueur des fragments deicéstr (Restriction
FragmentLlength Polymorphism)

NGS : séquencage de nouvelle génération (Next Genar&tguencing)



Avant-Propos

Les cytopahies mitochondriales sont un groupe dedies génétiques dont I'origine commune est un
déficit de la chaine respiratoire mitochondrialett€ derniére a pour role essentiel de fournireigie
nécessaire au fonctionnement cellulaire normal gamthese d'ATP, grdce aux réactions de
phosphorylation oxydative. La chaine respiratoseanstituée de 5 complexes multi-protéiques dont
I'origine génétique est double : nucléaire et mitmadriale. En effet, la mitochondrie est un organit
semi-autonome qui posséde son propre génome sdagma d’'une molécule d’ADN circulaire de
16569 paires de bases. Ce génome code pour 13aémes de la chaine respiratoire, 22 ARN de
transfert et deux ARN ribosomaux, dont le déficieup étre responsable de cytopathies

mitochondriales.

Les déficits de la chaine respiratoire ont une esgion clinique hétérogene, le plus souvent multi
systémiques, s’associant a des altérations métpiesli telle que I'hyper-lactacidémie. De plus,
I'activité enzymatique des différents complexedadehaine respiratoire est possible sur des tiggus
des cellules en culture, pouvant révéler un défoilé ou combiné. Ces anomalies métaboliques sont
cependant loin d’étre constantes et des bilanshokgaies normaux n’éliminent pas une cytopathie
mitochondriale. Tout ceci rend compte de la coniptediagnostique de ce groupe de maladies et de

'importance des analyses moléculaires pour pagendllement le diagnostic.

Depuis la mise en évidence des premiéres assomatgndromiques liées a des anomalies de
'ADNmt (Syndrome de Kearns et Sayre, Syndrome MBLA dans les années 1980, et jusqu'a
recemment I'étude de 'ADNmt consistait en la détet des grands réarrangements (délétions
simples, multiples..) et des principales mutatiposctuelles décrites. En effet, le séquencage ampl

de '’ADNmt par méthode Sanger classique n’est palisable de facon systématique au regard de la

lourdeur et du colt de la technique.

L'objectif de ce travail était de mettre en plaeetéchnique de séquencage de nouvelle génération
(Next Generation Sequencing ou NGS) pour I'étudgéhome mitochondrial au CHU de Bordeaux.
Cette nouvelle technique permet une étude rapida tgalité du génome mitochondrial pour chaque
patient suspect de cytopathie mitochondriale. Noums évalué dans un second temps, le rendement
diagnostique de cette nouvelle technique dans éne de patients ayant une présentation clinicgge tr
évocatrice de cytopathie mitochondriale et pouyuests les techniques conventionnelles n’avaient pas

retrouvé d’anomalies de ’ADN mitochondrial.

Ce mémoire de thése est divisé en quatre parties :



Dans lintroduction générale, nous avons cherchéeacer cette étude dans le contexte des
connaissances actuelles, concernant la structuee fenctionnement des mitochondries, les aspects
cliniques, diagnostiques, la prise en charge theéridgue et le conseil génétique des cytopathies

mitochondriales et enfin les méthodes de séquerdmgeuvelle génération.

Dans la section matériel et méthodes, nous avguaséxdans une premiere partie la technique de mise
au point du NGS et le traitement bioinformatique dennées effectué. Dans une deuxiéme partie,
nous avons présenteé les critéres d'inclusion ddenta de notre série pour la recherche de nowvelle

mutations et la stratégie d’interprétation et dédesion des variants trouvés.

Dans la section résultat et discussion, nous apogsenté et discuté les résultats concernant da mi
au point du séquencage sur le plateau techniqumotiegie moléculaire et la détection de nouvelles

mutations dans la série de patients étudiés.

Dans la section conclusions et perspectives, nwaasacherché a tirer les enseignements de nos
investigations en particulier dans la perspective tehnsfert en diagnostic de routine de cette
technique.



Premiere section : Introduction

. Les mitochondries :

1. Origine et historique

Selon la théorie endosymbiotique énoncée par Mar¢l®81), I'endosymbiose d'unerotéobactérie
dans les cellules eucaryotes primitives seraivréggihe des mitochondries. L’hypothése de Margulis,

qui a aujourd’hui rallié la majorité des biologsta recueilli de nombreuses évidences en sa faveur

- Les analyses phylogénétiques ont clairement déengjie plastes et mitochondries dérivaient
de lignées bactériennes apparentées respectivanmeryanobactéries et aux protéobactéries
actuelles.

- La présence d’'une double membrane serait un vedidge phagocytose initiale : la membrane
interne maintenant repliée sur elle-méme seraiclenne membrane bactérienne, tandis que
la membrane externe proviendrait de la cellule bbeeméme.

- L’existence d’'un génome propre sous forme d’ADNwalaire. Toutefois, les protéines codées
par cet ADN ne couvrent pas I'ensemble des pratémigochondriales. On pense que le
procaryote aurait perdu certains génes au profih@gau de la cellule, un processus connu
sous le nom de « transfert de genes endosymbictigBeur cette raison, les mitochondries
sont aujourd’hui dépendantes de leur hote powrithese de la plupart de leurs composants.

- L'existence d'un mécanisme de chimiosmose comparablcelui des bactéries pour la

production d’énergie sous forme d’ATP

Deux points néanmoins restent non expliqués pae dégorie : le code génétigue du génome
mitochondrial difféere du code universel des prootey et I'existence d’introns dans le génome

mitochondrial de la levure alors que les génomegibians n'en possedent pas.

Les mitochondries ont été découvertes il y a gg2450 ans lorsque Kolliker, en 1857, décrivit pour
la premiere fois leur morphologie dans le tissu culgre. Elles furent appelées mitochondries du
grec mitos (filament) et chondros (grain) en réféeca leur forme. La présence de ces organites dans
toutes les cellules fut démontrée en 1890 par Altmaui mit au point une technique de coloration

des mitochondries et suggéra leur autonomie métpleokt génétique. En 1937, Krebs construisit un
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modele métabolique siégeant dans la mitochondmz ¢és eucaryotes, il I'appela cycle de 'acide
citrigue. L’isolement de mitochondries fut réalipéur la premiére fois en 1940 par Claude qui
effectua un fractionnement cellulaire a partir @dlutes hépatiques. Cette technique fut par laesuit
ameéliorée par Hogeboom et Schneider qui utilisédentsucrose isotonique ayant la propriété de
préserver lintégrité et la morphologie mitochomdzi Ceci permit d'observer la structure
mitochondriale au microscope électronique et aledies décrire comme un organite délimité par deux
membranes, la membrane interne présentant desinaviags appelées crétes. En 1948, Kennedy et
Lehninger démontrerent que le cycle de I'acideque ou cycle de Krebs, [oxydation des acides
gras et la phosphorylation oxydative (OXPHOS) avaleeu dans la mitochondrie. En 1978, Peter
Mitchell obtint le prix Nobel pour sa théorie chovdsmotique postulant que le couplage entre la
chaine d’oxydoréduction et le mécanisme de phogtiatan repose sur la formation d’'un gradient de
protons a travers la membrane interne, servanéskrvoir d'énergie pour la synthése d’ATP. L'ADN
mitochondrial fut découvert en 1963 (Nass et N&&3)let la structure génétigue de I'ADN
mitochondrial humain fut découverte en 1981 par &xadn(ANDERSON et al. 1981). La premiére
mutation pathogéne fut identifiée par Wallace eB8LOWALLACE et al. 1988). Et enfin, Boyer et
Walker obtinrent le prix Nobel en 1997 pour leuavaux sur la structure et le fonctionnement de
I'ATP synthase.

2. Structure et organisation cellulaire des mitocbndries :

2.1. Structure et morphologie mitochondriales

Les mitochondries sont des organites retrouvés tlaplupart des cellules eucaryotes a I'exception

des érythrocytes. Elles mesurent entre 0.5 et H@liameétre et peuvent atteindre plus de 10 um de
long. Les mitochondries sont constituées d’'une nman® externe et d’'une membrane interne,

délimitant deux compartiments, I'espace inter-memhbire et la matrice mitochondriale I(MNE et

al. 2015) (figure 1).

La membrane externe constitue une barriere semigrdsle aux ions et aux petites molécules,
ce qui fait que I'espace inter-membranaire a umapmsition proche de celle du cytoplasme. Cette
perméabilité est assurée en grande partie par édgsepce d'une protéine formant un canal
transmembranaire, le VDAC (voltage-dependent animamnel). Cette protéine permet le passage des
molécules d’'une taille inférieure & 10 kDa (aniacegjons, acides gras, pyruvate et nucléotides. Le
molécules supérieures a 10 kDa, lorsqu’elles pesgedn signal d’adressage mitochondrial, sont
prises en charge par les complexes d’importatioMATIM (translocase of the outer membrane /
translocase of the inner membrane) localisés aeanid’'une zone d’accolement entre les membranes
externe et interne. La membrane externe contieraiffaurs des complexes d'importation spécifiques

du cholestérol, pour la synthese des stéroides.
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La membrane interne a une composition qui diffeee dutres membranes biologiques avec
environ 80% de protéines pour seulement 20% de pblotipides. Elle est caractérisée par son
impermeéabilité liée notamment a sa richesse enipittel particulier la cardiolipine. Cette barriére
sélective nécessite donc la présence de transporfacilitateurs tels que le transporteur des
nucléotides adényliques (ANT) qui réalise I'échar§€P/ADP entre le cytosol et la matrice
mitochondriale, le transporteur du phosphate inucgee (PiC), le transporteur du pyruvate, la navett
glycérol 3-phosphate qui transfere les électronsNédDH a l'ubiquinone (CoQ) située dans la
membrane interne et la navette malate/aspartateétopar les perméases malate/alpha-cétoglutarate
et aspartate/glutamate. Cette derniére transférealate en direction de la matrice et régénere les
NADH cytosoliques en NADH mitochondriaux. La memimanterne s’'invagine et forme des crétes
mitochondriales qui permettent d’augmenter la swfanembranaire d’échange. Par ailleurs, la
cardiolipine joue un réle dans la fixation des tpns a leurs groupements phosphates et contribuent
ainsi pour beaucoup au maintien du gradient élelstngique. Les cardiolipines interagissent
également avec divers transporteurs dont I'ANTigartd'échange [ADP/ATP]) et les complexes llI,
IV et I'ATP synthase de la chaine respiratoirectistribuent ainsi a l'optimisation de leur struetet

a leur orientation pour le transfert des électrunsein de la chaine respiratoire.

Le compartiment inter-membranaire, du fait des gednilités différentes entre les membranes
mitochondriales internes et externes constitugaunde transit pour les molécules de taille inidria
10 kDa. Il contient principalement des ions H +det protéines telles que le cytochrome C, les

procaspases impliquées dans I'apoptose et la meddihase.

La matrice mitochondriale contient quant a ellerredécules d’ADN mitochondrial (2 a 10
copies par mitochondrie), des ARN ribosomaux (I@snibosimes) et des ARN de transfert, ainsi que
les éléments nécessaires a la réplication et garession des genes mitochondriaux. C'est également

le siege de nombreuses voies métaboliques telledeqoycle de Krebs et [&oxydation des acides
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Ty 4 %, '
EndoG o @ ucu
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Figure 1 : structure de la mitochondrie
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2.2. Le réseau mitochondrial :

2.2.1. Généralités

Durant de nombreuses années, la mitochondrie @agtéidérée comme un organite statique, une
structure bien individualisée, ovoide, telle queractérisée sur les coupes 2D des premiéres
observations en microscopie électronique (figure @¢pendant, il a été récemment découvert
notamment grace a la microscopie confocalek@&vAa et al. 1978) que les mitochondries
constituaient un ensemble de structures cytosdiqatrconnectées qui fusionnent et fissionnent
constamment formant ainsi le réseau mitochondfigre 3). Ce réseau est animé de nombreux
mouvements dans les cellules vivantes qui lui gemeune organisation réticulée ou fragmentée
formée de tubules plus ou moins longs, selon keitsémergétique de la cellule. Ainsi par exemgas, |
fibroblastes possedent habituellement des mitoaiemde type longs filaments de 11 de long

et un diamétre constant de 700 nm alors que laxchindries hépatocytaires sont plus sphériques et

Figure 3 : le réseau mitochondrial dans les
Figure 2 : Mitochondries en microscopie fibroblastes. Immunofluorescence au MitoTracke
électronique a transmission Red

=

Cet assemblage tubulaire de mitochondries s’étemd ¢k cytosol et parait étre en contact avec le
noyau, le réticulum endoplasmique, I'appareil dégGet le cytosquelette (ACHENKOVA et al. 1988)
(SzrBADKAI et al.2003). De nombreuses études ont également mgunérée réseau mitochondrial se
déplacait dans le cytosol le long des microtubgldse a une GTPase : la protéine MIRO présente a
la surface de la membrane externe mitochondrialgort effecteur MILTON qui interagit avec la
chaine lourde de la kinesin-1 (Kinesin heavy cHKIHC] ou KIF5B) qui permet le déplacement le

long des microtubules en présence de GTP (figu(GIHTER et al.2006)
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@a

Figure 4: Représentation schématique du complaxggigue

assurant le transport axonal mitochondrialAGR et al.2006)

Il semble que ce déplacement ne soit pas aléatwiie répondrait aux besoins locaux des cellules.
Ainsi par exemple, dans les cellules des acini gEatitjues, il existe trois groupes individualisés d

réseaux mitochondriaux : un localisé dans la rédjasolatérale, sous la membrane plasmique, un
deuxiéme réseau autour du noyau et enfin un troesisemblant se positionner préférentiellement
autour des granules seécrétoires. Chacun de ces téseaux, semble répondre de maniére

indépendante a des stimuli cytologiques distir(€sRK et al.2001)

2.2.2. Processus de fission et fusion mitochondried

Les mécanismes de fission et de fusion mitocholedri@nt intervenir des protéines clés apparteaant
la superfamille des GTPases. La fission des mitodhes passe par la protéine « dynamin related
protein » Drpl, une protéine cytosolique qui perdigtitier la fission mitochondriale quand celle-ci
est recrutée a la surface de la membrane extemendechondries. La fusion mitochondriale est
meédiée par les mitofusines MFN1 et MFN2 pour la tmeme externe et par la protéine OPAL pour la

membrane interne (figure 5).

Les fission et fusion mitochondriales semblent rgse & de multiples évenements cellulaires tels que
la division cellulaire, la modification du meétalsshe, la différenciation cellulaire ou encore
'apoptose. La plupart des signaux connus permettsn réguler ce processus agissent par
modification post-traductionelle des protéines iauees (phosphorylation, ubiquitination ou
sumoylation...).(DRzANO and CARET 2015)
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A. Fusion OPA1

B. Fission

Figure 5 : schématisation des fission et fusiorahiondriales et
les protéines impliquées KEN and GIAN 2006)

2.2.2.1. La fission mitochondriale

Le role de DRP1 dans la fission mitochondriale & réis en évidence grace a l'inhibition de son
expression par siRNA ou par expression d’'un muantinant négatif montrant une augmentation de
la longueur des tubules mitochondriaux et une uktton du réseau (BRNOVA et al.2001) (LEE et

al. 2004). Cette protéine appartient a la superfardile dynamines GTPases, possédant un domaine
GTPase en N-terminal. De ce fait, il a été propqeé cette derniére puisse agir comme une
mécanoenzyme utilisant I'hydrolyse du GTP pour petra la constriction puis la scission
membranaire mitochondriale au niveau de sites siofi, et ce par analogie avec les dynamines
classiques qui interviennent dans la constrictidiiraragination des vésicules d’endocytose.

Des observations ont montré que DRP1 est une peo@itoplasmique qui est recrutée pendant le
phénoméne de fission au niveau des futurs sitefisd®n de la membrane mitochondriale. Elle
s'assemble ensuite formant des oligoméres complexedonne un aspect de focis. On ne sait
cependant toujours pas le mode de recrutement pi®tiéine a la membrane, surtout en I'absence de
domaine d’adressage mitochondrial identifié. Gautement doit probablement se faire via d’autres
protéines membranaires adaptatrices telle quedLEBdt al.2004).
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2.2.2.2. La fusion mitochondriale

La fusion mitochondriale nécessite la fusion conitamte des deux membranes interne et externe. Au
niveau de la membrane externe, celle-ci est mguhéealeux protéines homologues MFN1 et MFN2
qgui semblent avoir des fonctions redondantes, maipattern d’expression différent. La fusion de
membrane interne semble quant a elle dépendneipriement de OPALl (EOLAT et al. 2004)
(GRIPARIC et al. 2004), une protéine localisée dans I'espace membranaire mitochondrial qui
serait retrouvée en gquantité plus importante aeanivdes crétes mitochondrialesLIEION et al.
2002). Elle est ubiquitaire, mais prédominante aueau du cerveau, des testicules, des muscles
squelettiques et de la rétine HIETTRE et al. 2001). L'étude d’'OPAL1 par Western Blot a permis
d’identifier plusieurs isoformes: deux isoformeadoes ancrées a la membrane interne et 3 isoformes
courtes solubles. Toutes semblent étre indispeesadl la fusion mitochondriale méme si leur
mécanisme d’action reste obscur.

La fusion des deux types de membranes, bien quamhetn jeu des protéines différentes, parait
étroitement coordonnée, le mécanisme sous-jacert# @rocessus étant encore mal compris. |l
semblerait néanmoins, que ce sont les protéindsIME MFN2, localisées au niveau de la membrane
externe qui vont initier en premier lieu l'intetin entre mitochondries adjacentes, puis coordonn
la fusion de leurs membranes internes via une edwticle protéique localisée dans I'espace inter-

membranaire permettant une interaction avec OPAL.

2.2.2.3. Implication des protéines de fusion etsibs mitochondriales en
pathologies humaines :

DRP1 a été impliquée dans un cas d’encéphalopaéueatale sévére lié a une mutation dans le gene
DRP1 avec vraisemblablement un effet dominant négatifagété rapporté par WVERHAM et al.
2007). En effet, I'examen des fibroblastes de ldepte en immunofluorescence avait révélé un
marquage fusiforme allongé des mitochondries mgédeénent des peroxysomes comme ce qui est
observé dans les modeles cellulaires de dominaatiié@u de KO-/- DRP1. Il est a noter également
gque DRP1 a été impliguée dans les mécanismes dénéi&gcence neuronale observée dans la
maladie de Huntington. Des études récentes ontrapute la protéine hungtintin  mutée (polyQ)
aurait une action hyper-activatrice de DRP1, daaeint en stimulant son domaine GTPasique et
indirectement en inhibant la phosphorylation d®RP1 active. Ceci conduirait a une fragmentation
excessive du réseau mitochondrial et & une inbibitiu transport axonal des mitochondries ce qui
participerait au processus de mort neuronalen¢set al.2011)

Les mutations dans les génes de la fusion mitocfedadVIFN2 et OPAL sont responsables de

neuropathies : optique poOPAL(ALEXANDERet al. 2000 DELETTREet al. 2000)kt sensitivomotrice
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des fibres longues pouwFN2 (Charcot Marie Tooth 2AYZUCHNER et al. 2004) Quelques cas
d’atrophie optique ont également été rapportésiean dvec un déficit dMFN2. Les mécanismes
exacts liant le défaut de fusion et I'atteinte @athique ne sont pas encore élucidés. Néanmbins, i
semblerait que la perturbation de la dynamiquechitadriale altérerait la survie neuronale a caese d
I'atteinte du transport axonal et du déficit éndilpée. Les mutation©PAL sont a l'origine d’'une
affection dégénérative spécifique des cellules amgaires de la rétine, ou I'équilibre entre le
processus de fusion et fission semble étre critifunecffet, des observations ont montré que lagort
intra-orbitaire des axones des cellules ganglioesaétait non myélinisée et riche en mitochondrie
sphérique, a cause d’'une demande en énergie doéuessaire a la transmission de I'influx nerveux).
Aprés le passage de la lame criblée (couche fibreus pdle postérieur de l'orbite), les fibres
acquierent une gaine de myéline, permettant unedumion nerveuse rapide et des besoins
énergétiques moindres, dans cette portion, lescimiodries sont moins nombreuses et plutét
allongées. (BRELLI et al.2004)

Par ailleurs, il existe un lien étroit entre lahpdbgie neurodégénérative et le controle de quals
mitochondries. Par exemple, la protéine Parkin (MARV ou MITOL) mutée dans les formes
familiales et précoces de la maladie de Parkingshune des protéines régulatrices des mécanismes
de fusion/fission mitochondriales. Elle régule mataent I'ubiquitinylation et la dégradation de MFN1

et MFN2 par le protéasome EGG et al. 2010) (RARK et al. 2010). Plus généralement Parkin semble
avoir un réle important dans le contréle de qualiés mitochondries et régule les phénoménes de
mitophagie (YosHII et al.2011) (DURCAN and FON 2015)

2.3. Le « turnover » mitochondrial

Le contenu mitochondrial cellulaire peut étre aysbur adapter la capacité de production énerlgie &
demande physiologique. La quantité de mitochondriBétat stationnaire est le résultat de la baanc
entre deux processus : la biogénése et la dégradddans la cellule hépatique par exemple les

mitochondries sont renouvelées avec une demi-g@eviton 10 jours.

2.3.1. La biogénese

La biogenése mitochondriale passe par la duplicatde I'ADN mitochondrial et la
mitochondriogenése. Elle fait intervenir I'expresside génes appartenant aux génomes nucléaire et
mitochondrial (HboD et al. 2006). L’activation de la biogenése fait intervediiférents facteurs de
transcription. Les facteurs NRINclear Respiratory Factdrl et 2 sont les principaux facteurs de
transcriptions nucléaires qui induisent I'activatide la transcription des genes codant pour des

protéines mitochondriales. NRF1 et NRF2 activenttranscription de mtTFA Mitochondrial
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Transcription Factor Aqui se fixe a TADNmt pour induire la transcripti des genes mitochondriaux
(HoopD et al.2006) (LAGOUGE et al.2006) (®LLU-MARCHESEet al.2015).

2.3.2. La mitophagie

Pour maintenir 'efficacité de cette machinerie ptewe, un systeme de contrble-qualité existe pour
dégrader les protéines des complexes de la chaisgiratoire qui seraient mal-assemblées ou
endommagées. Des fragments entiers de mitochormriegent également étre éliminés par une forme
sélective d’autophagie, la mitophagie. Les mitochi@s sont séquestrées dans une membrane
autophagosomale qui fusionne avec les lysosomasdiégrader son contenu. Ce processus est régulé
par différentes voies de signalisation cellulai(és voie des protéines mitochondriales BH3, le
complexe Beclin-1/Bcl-2-Bcl-xL, les voies mTOR eMRK) (BEAU et al. 2011). Ces différentes
voies peuvent activer ou inhiber la mitophagie peté&amment ou de concert en réponse a divers
stimuli spécifiques. La mitophagie peut étre adiywdur débarrasser la cellule des mitochondries
endommagées, par exemple, lorsque la productiomgétigue est défectueuse qBRRIGUEZ
HERNANDEZ et al. 2009) (RRIAULT et al. 2005), lorsque la production de ROS est élevériE8z
SHOUVAL and EAZAR 2007), ou encore, pour adapter la quantité decimitodrie a la disponibilité ou

a la consommation d’oxygénedq$ERzSHOUVAL et al.2007)

3. Le génome mitochondrial :

3.1. Structure :

Le génome mitochondrial est une molécule d’ADN uliaoe double brin de 16569 paires de bases,
localisée dans la matrice mitochondriale. Il adatipularité par apport au génome nucléaire d'éae

transmission uniquement maternelle (cf Chapitreddavdes mitochondries d'origine paternelle

Chaque mitochondrie comporte plusieurs molécul&®dmt (2 a 10 copies). Les molécules d’ADN
mitochondrial ne sont pas libres dans la matricés reant rattachées a la membrane mitochondriale
interne et forment des complexes appelés « nuaéoidavec plusieurs protéines matricielles,
notamment celles impliguées dans les machineriedadeéplication de la réparation et de la
transcription. Des protéines chaperonnes ont édedmgnt identifiées : HSPI-et HSP70, elles
semblent étre importantes pour la stabilité de INkit. (BOGENHAGEN2012)

Chaque molécule comporte un brin dit lourd (ouddrpHeavy), car riche en résidus guanines ce qui
lui confére un plus haut poids moléculaire, et tin kger (ou L pour Light). Le brin Iéger est lgrb
sens de l'orientation génomique (de 1 a 1656%)D@RsoNet al. 1981). Chague molécule posséde 37
génes codant pour 2 ARN ribosomiques (ARNr 126&)122 ARN de transfert (ARNt) et 13 sous-
unités protéiques : 7 appartiennent au compleXDIL(6, et ND4L), 1 au complexe Il (cytb), 3 au
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complexe IV (COXI-COXIII) et 2 au complexe V (ATRa$ et 8). Le génome mitochondrial ne
possede pas de séquences introniques et les régtengéniques sont quasi-inexistantes. En plus,
certaines région géniques se chevauchent, c’'esislentre les genes ATP6 et ATPS8 et les genes ND4
et ND4L. A peu prés 94% de 'ADNmt est codant, éule région non codante régulatrice est une
séquence de 1118 nucléotides (16028-577) appdlE®ep » qui contient les promoteurs des brins

lourd et Iéger ainsi que I'origine de réplicatiamlarin lourd (figure 6).

D Complex |
(NADH detrydrogenase)

Human mtDNA - Complex i
16569 bp (Cytochrome ¢ reductase il

[ Compiexv
(cytochrome ¢ oxidase)

Complex V
(ATP synthase)

. Ribossomal RNAs

D Transfer RNAS

Figure 6 : le génome mitochondrigb{urce mitomajp

3.2. Etudes phylogénétiques

L'’ADN mitochondrial posséde un degré de polymorptéasmportant lié a un taux de mutation qui est
jusqu’a 10 fois plus élevé que celui de 'ADN nuwté (environ 1.% substitutions par site et pas an).
Cette variabilité est surtout présente au niveautrdés régions de la D-Loop, les régions
hypervariables HV1 (16024 a 16365), HV2 (73 a 3&#0HV3 (438 a 576) (ADERSON et al. 1999)
(STONEKING 2000) . Ce fort taux mutationnel a été attribuénd’ part & une moins bonne efficacité de
la polymérase gamma lors de la réplication paraepgux polymérases nucléaires, a la proximité de
’ADN mitochondrial de la chaine respiratoire etndode la toxicité des ROS, et d’autre part & un
systéme de réparation moins efficace. En effet, enénplusieurs mécanismes de réparation ont été
décrits réecemment dans la mitochondriedEBcH et al. 2011), ces derniers ne suffisent pas pour
assurer une réparation aussi efficace que cell&D& nucléaire. Parmi ces mécanismes, le systeme
de réparation par excision de base est celui qtéde mieux caractérisé a ce jouofcH et al.
2010).
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La variabilité de TADNmt associée a son originermaparentale et donc a I'absence de recombinaison

font de lui un trés bon marqueur phylogénétique

A ce jour, 65 recombinaisons de mutations ontd&#tifiees et permettent de distinguer de nombreux
haplogroupes mitochondriaux (PhyloTree build.16@ciCa permis de remonter génétiquement, par
matrilinéarité, & une unique hypothétique ancéreroune (Eve mitochondriale) qui aurait vécu il y a

140 000 ans sur le continent africain.

3.3. La réplication

Selon le modéle de Claytonl(€&TON 1982) (ZAYTON 2003), la réplication débute avec la synthese
du brin lourd H au niveau de son origine de régilicaOH, située dans de la D-loop et progresse dans
le sens des aiguilles d’'une montre-$3’). Lorsque la fourche de réplication a parcoff8 de la
distance génomique, elle atteint I'origine de mé&gtibn du brin léger OL. Celui-ci se trouve alors
expose et sera répliqué en sens inverse (figur€&/ynodele de réplication est dit « bidirectiongiel
asynchrone ». Un autre modéle a également été s@gogez les mammiféres a partir de multiples
origines de réplication.

L'origine de la réplication du brin lourd (OH) esttuée a proximité du site d’initiation de la
transcription du brin Iéger ITL (en position 56IL)ARN polymérase va initier au niveau du ce site, |
transcription d’une courte séquence d’ARN compléaies qui servira d’'amorce a I'’ADN polymérase
gammaFusTE et al. 2010) L’ADN polymérase gamma va ensuite poursuivreob@ation par la
synthése d’un brin lourd H fille, et une RNase-Hdégrader 'amorce d’ARN. Les mécanismes qui
vont orienter le processus vers la transcriptiorbdn Iéger ou la synthese du brin lourd a paréir d
'amorce d’ARN ne sont pas élucidés (figure 8),tlansition ARN/ADN semble se produire de
maniere variable au niveau de trois blocs de sémserconservées (CSB), qui constitue
vraisemblablement I'origine réelle de réplicatigDH). La fourche de réplication comme au niveau
nucléaire va étre déroulée grace a une DNA-Hélicggeelée Twinkle. Des protéines SSB (single
strand binding ) vont stabiliser le fragment sienptin libre et une topoisomérase va lutter conére
tension de torsion engendrée par le déroulementadaolécule double brin d’ADN (figure 9).
L'origine de réplication du brin |éger OL est aétivgrace au déroulement de la fourche de réplicatio
du brin lourd. Une fois exposée, cette séquenciatidigue semble adopter une structure en forme

de tige-boucle par auto-complémentarité permettensi sa reconnaissance par une RNA primase.
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Figure 9 : représentation schématique de la fourche de réplication
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3.4. La transcription

Les 2 brins d’ADNmt sont transcrits en ARN polyoistiques dont la maturation génére des ARN

ribosmaux, des ARN de transfert et des ARN messaffdRNm). Deux facteurs de transcription

mitochondriale ont été identifiés a ce jour mTFAn@TFB. Les deux séquences promotrices pour

chacun des brins Iéger L et lourd H sont situéessedans la D-loop. Il s’agit de la méme séqueatee
15pb, motif consensus de 5’'CANACC(G)CCAMAGAYAZ', entourant les sites d'initiation de

transcription (IA). Les deux sites d'initiation de transcription seitués en position 561 pour le brin

lourd (IT H) et en 407 pour le brin léger (ITL). Eepit de la proximité des deux promoteurs, les
transcriptions des deux brins semblent étre inddgaties tout du moins in vitro. Ceci suggéere
I'existence probable d’autres séquences régulatrcdancers. Le brin lourd est le plus transdrit, i
sert de brin matrice a la synthése des deux ARbsammaux, del4 ARN de transfert et a des ARN

messagers codant pour 12 protéines. Le brin Iégemeins transcrit, il contient les 9 génes restant

servant a la synthése de 8 ARN de transfert ei arbtéine ND6 du complexe | (figure 10)

(TAANMAN 1999).

RNA Ty
B I 5
Ph
12S rRNA  |tRNA 3' H-strand
\
4_J HSP enhancer
G 5 RNA RNA/DNA DNA
RNA 1T B etriim m m m m o ——— - »nascent H-strand
I
l-—;5‘ ........... RNA “eereremeed oremnnniiiiiiiin., >
L-strand 3 H ({1 T~ tRNA ™
/ m |
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/ \ |
577 160 16180 16028

Figure 10 : initiation de la transcription des dduins au niveau de la D-loop, lgs
deux sites d'initiation ITH1 (et ITH2 accessoire)up le brin lourd et IT L pour lg
brin Iéger (AANMAN 1999).
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3.5. La traduction et le code génétique mitochondai

La mitochondrie posséde sa propre machinerie dlidteon avec 22 ARN de transfert et 2 ARN
ribosomaux, une grande sous-unité (40s) contenanfARNr 16s et une petite sous-unité (30s)
contenant un ARNr 12s. Il est a noter égalementlguwede génétique mitochondrial differe du code

universel des eucaryotes (code de la traductiokeaine (tableau 1)

Phe uuu Thr ACU Asp GAU
F uuc T ACC D GAC
ACA
ACG
Leu (1) UUA Ala GCU Glu GAA
L{UUA/G) UUG A GCC E GAG
GCA
GCG
Leu(2) cCuu Tyr UAU Cys uGu
L(CUN) cuc ¥ UAC C uaGC
cua
cuG
lle AUU Ter UAA Trp UGA
| AUC UAG W UGG
Met AUA His CAU Arg cGu
M AUG H CAC R CGC
CGA
CGG
Val GUU Gin CAA Ser(2) AGU
\ GUC Q CAG 5(AGU/C) AGC
GUA
GUG
Ser{1) UCU Asn AAU Seenote AGA
S (UCN) ucc N AAC below* AGG
Uuca
ucG
Fro ccu Lys AAA Gly GGU
P CCC K AAG G GGC
CCA GGA
CCG GGG

Tableau 1 : Le code génétique mitochondrial

3.6. L'ADNmt au cours du développement embryonnaire devenir des
mitochondries d’origine paternelle

L'’ADN mitochondrial est de transmission uniquememiaternelle, ceci implique une
destruction totale de I'ADNmt d'origine spermatiqiens I'ceuf fécondé. La reconnaissance et la
destruction des mitochondries paternelles repasante processus d'ubiquitinylation d'une protéine
membranaire mitochondriale (la prohibitine), como®mau cours de la spermatogenese. Lors de la
décondensation du spermatozoide dans le cytoplaswoeytaire, les sites ubiquitinylés des
membranes mitochondriales paternelles (sites li@itiant masqués par des ponts disulfures durant le

transit épididymaire) seraient alors démasquégistpour cible par les enzymes protéolytiques du
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cytoplasme ovocytaire. Cette destruction se praduau plus tard lors de la troisieme division de
segmentation de I'embryo@e mécanisme semble "spécifique" au sens propterthe, car dans des
embryons "chiméres", issus de croisements murinerspécifiques (entre espéces de souris
différentes), on observe une persistance des natmbfes paternelles. Ce mécanisme est également
spécifique des mitochondries de la lignée germimabde, puisque des mitochondries d'origine
tissulaire difféerente (de foie par exemple) injestélans un ovocyte de souris ne sont pas détruites
(SaTo and 2710 2013).

Ainsi, aprés la fécondation, seules les mitoch@sdrapportées par I'ovocyte sont conservées et
serviront de "réserve" initiale des mitochondriesnduvel individu. Il est a noter que l'inhibitide la
transcription et de la traduction mitochondriale seanble pas perturber pas le développement du
zygote jusqu'au stade blastocyste (chez la souois),peut supposer donc que le contingent
mitochondrial maternel suffit & assurer les besangrgétiques de l'embryon jusqu'a ce stade.
Cependant, il ne semble pas y avoir de réplicadlfiADNmt avant l'implantation de I'embryon. La
plupart des études menées chez la souris montnetaiux d'’ADNmt constant jusqu'a la gastrulation.
Comme le montre la baisse de la capacité de dgweognt des embryons dans le cas d'une réduction
expérimentale du taux d'ATP ovocytaire (chez larispule contenu en ATP constitue un bon
indicateur de la vitalité de I'embryon. |l est pibte en effet, de "sauver" (chez I'animal) descgtes

de mauvaises qualités par transfert de cytoplasmeepant d'un ovocyte normal, ou de facon plus
spécifique, par transfert de mitochondries purffiéeapable a lui seul d'augmenter la production

d'ATP et de prévenir I'apoptose de I'ovocyte rege(lERAGOULI et al. 2015).

3.7. Les séquences mitochondriales nucléaires

Derniérement, certaines équipes se sont renduegteata I'existence de séquences similaires a des
régions de 'ADNmt, tout le long des différents @imosomes du génome nucléaire (tableau 2) et
(figure 11). La premiére observation de ces sémeger@ppelées « ségquences mitochondriales
nucléaires » ou « pseudogenes mitochondriaux >»omtma I'année 1967, quand des travaux ont
montré I'hybridation possible entre les moléculed’ADNmt et le génome nucléaire.

A ce jour, on ne connait ni les mécanismes impkaqiens l'intégration de séquences mitochondriales
dans le génome nucléaire ni la période de I'évotuéi partir de laquelle ces insertions ont commenceé
a se produire. Plus récemment, une hypothése dafoétdulée, évoquant la possibilité d'une
fragmentation de '’ADNmt sous l'effet du stresslaiglire ou d’agents mutagenes, ces fragments
s’inséreraient dans les chromosomes pendant laatépa des cassures doubles brins grace a la

machinerie de réparation « non-homologous endrgiou NHEJ » (MONE et al.2011).
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Table 2 NumtS number and percentage for each chromosome

Chr name NumtS per Chr Chr length (bp) Total NumtS span (bp) NumtS bp % per Chr
1 46 5 0023
2 a2 0045
3 39 0012
4 38 0019
5 24
6 31
8 37
9 B
10 33
11 23
12 40
13 19
14 8
15 12
16 "

17 17
18 7
19 15
0 10
1 8
22 8
X i3
Y 12 11510

Chromosome 2 displays the highest bp percentage of NumtS, while chromosome 18 the lowest. Chr chromosome.

Tableau 2 : représentation du pourcentage de pgeods mitochondriaux par chromosome.

Le chromosome 2 est le plus riche en séquenceshoitdriales (80NE et al.2011).

Figure 11 : localisation des pseudogenes mitochaumxisur le caryotype humain(®NE et al.2011).
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4. Principaux roles de la mitochondrie

4.1. Fonctions métaboliques de la mitochondrie

La mitochondrie est impliquée dans de nombreusis voétaboliques telle que le cycle de Krebs, la
B oxydation des acides gras et la cétogenése. &liegalement le siége, en interaction avec le oltos
de certaines étapes du métabolisme des acidessardméa néoglucogenése, du cycle de l'urée et de
la biosynthése des stérols a partir du cholest@gdice au Cytochromes P450). Cependant, sa
principale fonction consiste en la production di@me utilisable par la cellule sous la forme de
molécules d’ATP, et ce grace au systéme des pbodpltions oxydatives (OXPHOS) qui se
déroulent au niveau de la membrane interne mitcdiiele

4.1.1. Quelques définitions

4.1.1.1. L’ATP ou adénosine triphosphate

L'adénosine triphosphate est un nucléotide colstitun ribonucléoside, c'est-a-dire d'une base :
l'adénine et d'un ribose, associé a trois groupgmephosphate. Elle est synthétisée par
phosphorylation de 'ADP (Adénosine di-phosphaf@ufe 12) Les liaisons entre ces groupements
phosphate sont riche en énergie. De ce fait cetiaule posséde un haut potentiel de transfert
d’énergie et est utilisée dans de nombreuses oéactt processus biologiques notamment pour les
contractions musculaires, le transport actif, I'#ifigation de signaux et les biosynthéses...Cette

molécule rend favorable des réactions thermodygaement défavorables.

L’ATP NH,
N7 N ( adénine Figure 12: la molécule d’ATP est
o 0 k | J constituée de trois groupements
” ” ” \N N phosphates, un ribose et une bagse
O-—P—0—P—O0—P—O0—CH, .0 azotée I'adenine.

O O o~ ribose

3 phos;phntes HO OH
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4.1.1.2. L’Oxydoréduction et couples Redox

Une réaction d'oxydoréduction ou redox est unetigachimique au cours de laquelle se produit un
échange d'électrons. L'espéce chimique qui dorméléetrons est appelée « réducteur » et sera sous
sa forme oxydée une fois les électrons cédése qell les accepte est appelée « oxydant » qui sera
sous forme réduite, une fois les électrons captés. deux éléments forment ainsi un « couple
Redox ». La premiére réaction d'oxydoréduction ajéité décrite impliquait une molécule d’oxygéne
02 qui est une molécule trés électronégative edquiwsla propriété de capter facilement les élestron
En effet, Lavoisier fut le premier & mettre en évide cette réaction en 1772 entre le mercure et
'oxygene. Le nom d'oxydation a été donné a la tiéacde perte des électrons, car celle-ci
s'accompagnait d'une combinaison avec I'oxygenemper élément « oxydant » décrit. Cependant, le
caractére « oxydant » ou « réducteur » est ralatifs le cadre d'une réaction chimique. En effet, un
élément réducteur dans une réaction peut étre okydkns une autre, ceci va dépendre de la force
oxydante (ou, dans l'autre sens, de force rédegtric'est le potentiel d'oxydoréduction. En outes,
potentiel peut dépendre du contexte chimique eamuotent du pH, des effets de la lumiere ou de la
température. Dans les conditions physiologiques lde cellule, de nombreuses réactions
d’oxydoréduction surviennent dans différentes vamestaboliques et impliquent trois principaux
couples redox : NAD+ / NADH,H+, NADP+ / NADPH, FADFADH?2.

En effet, le NAD (nicotinamide adénine dinucléojide nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADP) et la Flavine adénine dinucléotide (FAD)nsdes coenzymes d'oxydoréduction des cellules
vivantes. lls sont synthétisés a partir de molécdkevitamines B3 (PP) pour les deux premiers (NAD
et NADP) et a partir de la vitamine B2 (riboflavjrgour le troisieme (FAD). lls vont pouvoir de par
leur capacité a transporter les électrons de manéersible, permettre les réactions métaboliques
nécessitent une oxydoréduction et assurer le toahgjes électrons dans la cellule, ce transport

d’électrons s’accompagne également d’'un trandfems H+ (figure 13).
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NAD* Réducteur Oxydant NADH®
a) FAD (oxydé) (réduit) FADH2
+ NADPH*
NADP Oxydation : perte d’e-
Métabolite A Métabolite B
Réduit (oxydant) oxydé (réducteur)

Enzymes d’oxydoréductions

Oxydant
(réduit)

Réducteur
b) (oxydé)

FAD  FADIH,

© S
CcO
e Coz/\/co2 © COQ/\/ 2 carbohvdrate oxidation
succinate fumarate
Réduit oxydé
(oxydant) (réduit)

Figure 13 : a) principe d’'une réaction d’oxydorétilon et couples Redox b) exemple d’'une
réaction d’oxydoréduction mitochondriales coupleciuate/fumarate et FAD/FADH2

Dans la mitochondrie, deux couples Redox parmirtés cités : le NAD+/NADH et le FAD/FADH2,
vont rentrer en jeu lors de divers réactions entigmes mitochondriales et notamment a certaines
étapes du cycle de Krebs et de la béta-oxydatienadales gras. En effet, les équivalents réduits
générés par ces réactions vont transporter leg@sgusqu’aux complexes de la chaine respirgtoire
au niveau de la membrane interne pour une sérigyddméduction qui permettra la production finale
d’'une molécule d’ATP. Le NADPH+ est produit pringipment par les réactions de la voie des

pentoses phosphate.

4.1.2. Origines des équivalents réduits FADH2 et DIA

4.1.2.1. Production mitochondriale

Les équivalents réduits sont fournis essentiellérmpanle Cycle de Krebs vers lequel converge toutes
les voies du métabolisme énergétique grace a uption de I'Acétyl-CoA . En effet, I'’Acétyl-CoA
peut étre produit par déshydrogénation du pyruigstie du catabolisme des carbohydrates mais aussi
par la béta- oxydation des acides gras et partlaysé a I'état de jeline. Chaque cycle de Krebs
produit un total de 3 NADH et un FADH2. Il est ateioque chaque cycle de la béta-oxydation des
acides gras (hélice de Lynen) en plus de fourniAc@tyl-CoA produit une molécule de FADH2 et
un NADH.
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4.1.2.2. Import des NADH cytosoliques

Leur source principale est la glycolyse et ils sSomortés vers les mitochondries via la navetteateal
/aspartate(BARRON et al. 1998) Le NADH transfere ses deux électrons a une mi#écu

d'oxaloacétate cytosolique, générant ainsi du madpti transporté dans la mitochondrie est de
nouveau oxydé en oxaloacétate, libérant une maéamINADH par réduction de NAD+ (figure 14).

Mitochondria Cytosol

> >
e — X

) GLU GLU
A

aKG aKG

NADH OA OAA NADH

NAD* MAL MAL

\\ <= / NAD*

Net Reaction
NAD+*-> NADH NADH -> NAD+

(BARRON et al.1998)

Figure 14: Navette malate/aspartate :le NADH transferedss«< électrons a une molécule d'oxaloacétate digososous
I'action d'une malate déshydrogénase du cytosabynihétise une molécule de malate cytosoliquée€e va emprunter un
antiport malatercétoglutarate pour franchir la membrane mitochiatelinterne. Au niveau de la matrice mitochondritel

malate est oxydé a nouveau en oxaloacétate pamafete déshydrogénase mitochondriale convertisgamtmolécule de
NAD+ en NADH qui est régénéré, l'oxaloacétate essuite converti en aspartate sous l'action d'usgartate
aminotransférase mitochondriale par transfert diroupe amine du glutamate l'aspartate empruntentipoa glutamate-
aspartate pour regagner le cytosol. L'oxaloacétgtesolique et régénéré a partir de l'aspartateggdd une aspartat
aminotransférase cytosolique qui produit égalententglutamate a partir desdcétoglutarate. L'oxaloacétate cytosoligu
pourra de nouveau servir comme substrat a la mekgbydrogénase cytosolique pour produite du malatt oxyder le

4%

[0

NADH cytosolique. Ce mécanisme présente l'avantig@réserver le potentiel de transfert des élestpnoduits par les|
oxydations cytosoliques, car ces électrons sonsféaés indirectement d'un NADH cytosolique a urD¥Amitochondrial.
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4.1.3. La chaine respiratoire et la série d’oxyims phosphorylantes

4.1.3.1. Généralités

Les équivalents réduits NADH et FADH2 sont réoxyges transfert de leurs électrons sur un
accepteur final : I'oxygéne. Ce transfert se fait pintermédiaire d’'une chaine de transport, @tué
dans la membrane interne et sur laquelle les élestvont transiter en fonction de leur potentiel
d’oxydo-réduction. Ainsi, le NAD+ ayant une faikédfinité pour les électrons, sa forme réduite, le
NADH, peut facilement perdre deux électrons. L'odyg moléculaire possede une tres forte affinité
pour les électrons et capture facilement ceux dégsmolécules. Il va donc s'établir le long de la
chaine respiratoire un gradient de potentiels dloxgduction et les électrons vont transiter de
molécules a faible potentiel (tels que le NAD+ guin potentiel de — 320 mV) vers des molécules a
fort potentiel (tels que I'oxygene qui a un potehtide + 816 mV) (figure 15). Au niveau des
complexes |, lll et IVde la chaine respiratoiretignsfert des électrons s’accompagne d’'un pompage
de protons de la matrice vers I'espace inter-menaira, générant ainsi une force proton-motrice. Ce
gradient électrochimique est ensuite utilisé paATP synthase ou complexe V pour la
phosphorylation de 'ADP en ATP. L’ATP ainsi fornast alors exporté dans le cytosol grace a la
translocase des nucléotides adényliques (ANT). REn@meéne est la base de la théorie chimio-
osmotique émise par Peter Mitchell en 1961 (prib®&@n 1978). Dans ce processus, I'oxydation des
substrats est donc couplée a la synthése d’ATRagarce proton-motrice. En effet, la translocation
des protons dans I'espace inter-membranaire inchétdifférence de concentration en protons et de
charges électriques entre la matrice et I'espam-membranaire. Cette difféerence génére la force
proton-motrice qui résulte du gradient électrochjuei crée. Somme des gradients de pH et de
potentiel membranaire.

Complex Complex IT Complex [11 Complex IV Complez ¥

NADH deb
HADH dehymeinace

O o]
120 2H+ HO
Cytochrome o oxidase
{bovine)

Figure 15 : schématisation de la chaine des oxydafphosphorylantes
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4.1.3.2. Les complexes de la chaine respiratoire

Le complexe I: ou NADH ubiquinone oxydoreductase est la preeng&mnzyme de la chaine
respiratoire. Il catalyse le transfert de deux téters du NADH a l'ubiquinone, couplé a la
translocation de quatre protons au travers de kabrane, ce qui participe a la force protonmotrice
(Sazanov 2007). Cette enzyme est constituée de plus deodS-unités (BRROLL et al. 2006)
(CHomovA and RcAy 2010) (zanov 2015), la plupart sont codées par le génome nineléa
tandis que 7 autres sont codées par le génomehuitddal. Avec son poids moléculaire de 980 kDa
environ, elle constitue I'un des plus gros comptepmtéiques membranaires. Le domaine hydrophile
de ce complexe contient le site de liaison du NADHflavine mononucléotide qui est le premier
accepteur d’électrons et huit ou neuf centres Beaff8 (FeS) constituant le centre catalytique de
'enzyme (zaNov 2007). Le systéme de pompage des protons est guaniocalisé dans la partie

membranaire du complexe.

Le complexe Il : ou succinate deshydrogénase est composé de goasainités (A a D).

Les sous-unités A et B constituent le domaine hghliite de I'enzyme dépassant dans la matrice tandis
gue les sous-unités C et D constituent le domaiamecthge du complexe dans la membrane interne
mitochondriale. Les quatre géenes codant pour casajgous-unités sont uniqguement nucléaires.

Ce complexe joue un réle important dans la mitodnenpuisqu’il fait & la fois partie de la chaine
respiratoire et du cycle de KrebsRIBRE et al. 2005).1l participe a la chaine respiratoire en
transférant les 2 électrons du succinate au CoemzZ@ngénérant une molécule de fumarate. Le
complexe Il posséde un groupement FAD qui acceptialement les électrons du succinate et les
transmet au site de liaison du CoQ via une séricatdre Fe-S. Le transfert d’électrons par le

complexe Il ne s’accompagne pas de passage denpridms I'espace inter-membranaire.

Le Coenzyme Q CoQ (forme quinone) est un composé liposolublepguit se mouvoir a
l'intérieur de la membrane interne. Il est doncuiegar le complexe | ou le complexe Il en CoQH2
(forme quinol) (FORSEFIELD et al. 2006). L'oxydation des équivalents réduits desimants conduit
donc a la création d’'un pool de CoQH2, porteurs &estrons, qui se déplacent dans la membrane

mitochondriale jusqu’au complexe lll.

Le complexe Il : ou ubiquinol-cytochrome c réductase est composi®tal de 11 sous-unités
protéiques et contient une centre Fer/Souffre. drale sous-unité est codée par le génome

mitochondrial (cytochrome b) (Brisov 2002). Cette enzyme catalyse le transfert de ééotrons
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de l'ubiquinol au cytochrome c. Cette étape esbcés au transfert de 4 protons de la matrice vers

I'espace inter membranaire.

Le cytochrome C :est une hémoprotéine hydrosoluble de 104 acidéséarille est codée
par 'ADNmt et localisée dans I'espace inter-memlaiee mitochondrial dans les conditions

normales(MTTEMANN et al.2011).

Le complexe IV :ou cytochrome ¢ oxydase appartient a la supetaoiés oxydases a
héme-cuivre. Son isoforme humaine est composé®8 deus-unités dont trois (COX |, COX
Il et COX lll) sont codées par le génome mitochaaldiBoRIsov 2002). Les électrons cédés par le
cytochrome c entrent dans ce complexe protéiquigxesgt au niveau du site actif (heme-cuivre) pour
étre transférés a I'oxygene qui sera réduit en cutdéd’eau (BRAMSON et al. 2001). Durant cette
étape, 4 protons sont consommés et 4 autres saomgldqués de la matrice vers I'espace inter

membranaire participant a la force protonmotrice.

L’ATP synthase : elle est constituée de 2 segments fonctionrelsegment Fo et le segment
F1. Le segment Fo est un segment transmembrar@inposé de multiples sous-unités formant le
canal a protonfHABERSETZERet al.2013). Le segment F1 est constitué par des satésanp, v, €
et d, est le composant catalytigue de I'enzyme. Enteffesous-unité. posséde les sites de liaison
pour I'ADP et le Pi. L’association des sous-uniést  forme une structure en forme d’hélice. Elle
est associée au segment Fo par la sous-uriite passage des protons dans le canal du segmeat F
induire la rotation de la structure en hélice \@asbus-unité. Cette rotation permet la liaison entre

I'ADP et le Pi (phosphate inorganique) et la forimatde 'ATP.

4.3.1.3. L’existence de super-complexes

Des expériences de co-précipitation de complexds®bbservations en microscopie électronique ont
permis de mettre en évidence l'existence, dans éamlnane interne mitochondriale, d’'unités
fonctionnelles composées de « supercomplexes soupant plusieurs complexes de la chaine
respiratoire (ENOVA and LENAZ 2014) (BOUMANS et al. 1998) (DJDKINA et al.2005). La formation

de ces structures serait possible grace a la pésis cardiolipines GANG et al.2005).

Quatre associations principales ont été retrouvdeséres d’ATP synthase, supercomplexe 1112+IV1-
2, supercomplexe I+112 et le supercomplexe |+IN21. La formation de ces supercomplexes semble
avoir une importance physiologique, puisque cescBires pourraient augmenter la vitesse de
transfert des électrons, jouer un réle régulateur ls fonctionnement de la chaine respiratoire,

influencer la structure des crétes de la membnateene, augmenter la stabilité des complexes @t enf
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augmenter la capacité d'insertion des protéines tlamembrane interne mitochondrialeo@&EMA
and BRAUN 2007).
Ces interactions ont cependant été, pour la méjadentifiees par des expériences de co-immuno-

précipitation et la fonctionnalité de ces strucsumnevivo doit encore étre démontrée.

4.3.1.4. Production mitochondriale des especes ti@as de I'oxygéne

Les especes réactives de I'oxygene (reactive oxgpecies ou ROS) sont des especes chimigues
oxygénées pouvant induire I'oxydation d’autres roolés. Elles comprennent, notamment, I'anion
superoxyde (0O2), le peroxyde d’hydrogene (H202) et les radicperoxyles (RCOO™ et OH’). Lors
du fonctionnement de la phosphorylation oxydativearrive que des électrons quittent la chaine
respiratoire, ils ont alors la possibilité d'intgima avec I'O2 (qui posséde un fort potentiel
d’oxydoréduction). Le passage d'un électron sumtdécule d’'O2 forme un OZ(SARASTE 1999).
C’est une réduction incompléte de I'O2, contrairatm& la réduction réalisée pendant la chaine de
phosphorylation oxydative qui transfert 4 électrfigure 16). Cet anion est presque instantanément
pris en charge par une enzyme anti-oxydante mitwdtige, la superoxyde dismutase qui catalyse la
formation d’'H202 et d’'O2 a partir de 2 molécule®#&' ™ et de 2 protons. L'H202 posséde une durée
de vie beaucoup plus longue que I'O2iet il peut induire I'oxydation des molécules iearnantes
telles que les protéines, 'ADN et les membrandilefres et peut diffuser a travers les membranes
biologigues. Son élimination est prise en chargedpa enzymes anti-oxydantes, principalement par la

gluthation peroxydase .

La formation d’O2™ nécessite une grande proximité entre 'O2 et ites sle transport des électrons,
limitant le hombre de sites de formation de ROSsjiibss. Les études réalisées sur mitochondries
isolées ont permis de mettre en évidence 2 sitésrof@tion de ROS au sein de la chaine respiratoire
le complexe | et le complexe Il ()6smMAUL and HRST 2006). Les premiéres estimations avaient
suggéré que la production de ROS représentait gippativement 1 a 2 % de la consommation
d’oxygene d’un individu (RLFE and BRowN 1997). Ce chiffre, basé sur les expériences menées
vitro, semble étre surévalué. Les travaux réalisés @@eaoncentrations de substrats et une pression
partielle en oxygene plus physiologiques montrer g production de RO$) vivo, représenterait,

en fait, moins de 1% de notre consommation d’oxgg®urPHY 2009).
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02+4e-+4H+—->2H20
02 +1e-->02--

Figure 16: la réduction incompléete de molécule
d’'O2 est a I'origine de la production d’especes
réactives.

Dans certaines situations, il apparait un désémgeilprovoqué par une production exagérée de
radicaux libres ou par une diminution des systédeegéfense (enzymatiques et non enzymatiques),
ou encore par une association de ces deux phéneméméel déséquilibre entre systemes producteurs
de ROS et systemes de défense, caractérise Besateds oxydant, sans qu'il soit aisé de déterraine
ce dernier est causal ou s'il constitue seulemeatréponse de I'organisme a des stimuli, notamment
inflammatoire ou & des agressions. Des expérimensatréalisées sur des souris invalidées pour le
géne de la superoxyde dismutase mitochondrialetremttrque la perte de I'une des enzymes majeures
des défenses anti-oxydantes induit des phénotygd®lpgiques séveres, impliguant notamment une
dégénérescence neuronalegbviTz 1996). Les ROS peuvent aussi avoir un impact disec le
fonctionnement de la phosphorylation oxydative a#érant les complexes de la chaine respiratoire.
Ainsi, un régime hypercalorique est associé a wggmantation de la production de ROS et a une
diminution de l'activité des complexes | et lll. Gwocessus serait lié a la peroxydation des
cardiolipines, étroitement associées aux complekaseffet, I'ajout de cardiolipines par fusion de
liposomes permet la restauration de l'activité dunplexe et ce processus n'est pas observé lors
d’ajout d'autres phospholipides (phosphatidylchelou phosphatidyléthanolamine) ou par I'ajout de
cardiolipines peroxydées ARADIES et al. 2001). Par ailleurs, a des taux physiologiquesRI©S sont
des acteurs essentiels du fonctionnement cellutairenal, ils sont notamment impliqués dans la

prolifération, la croissance et la survie celludagt participent a de nombreuses voies de sigtiatisa

4.3.1.5. La régulation de la phosphorylation oxyidat

Il n'existe pas de stockage cellulaire de I'ATPpiaochondrie doit donc s’adapter en permanencee a |
demande énergétique de la cellule ou du tissu elmdépend. Cette demande d’énergie peut varier
d'un facteur 1 & 10 et nécessite donc une régulatapide de la phosphorylation oxydative
(KADENBACH et al. 2010), tout en évitant d’'augmenter la productienRDS. Celle-ci passe par la

régulation de l'intensité et de la vitesse de potidan d’ATP & plusieurs niveaux.
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Il existe par exemple une régulation des complexesiveau transcriptionnel, certaines de leurs
nombreuses sous-unités possedent plusieurs isafodolt I'expression dépend du tissu ou des
conditions environnementales. L'expression de c#&rentes isoformes pourrait avoir des
répercussions sur les propriétés des complexe=suetakttivité (ANTHONY et al. 1993). Ces mémes
complexes peuvent aussi faire I'objet d'une inldiit post-traductionnelle par phosphorylations
réversibles.

Le taux d’ATP peut aussi réguler directement lecfmmnement de la chaine respiratoire. En effet,
'ATP aurait un effet allostérique sur le compldxg en se fixant au niveau de sa face matricielle.
Cette fixation induirait un changement de confoiaratle I'enzyme et un ralentissement de la vitesse
de transfert des électronsRROLD and KADENBACH 1997). A l'inverse, si la consommation d’ATP
est augmentée, il y aura une augmentation du toainde I'ATP vers la cytosol et inversement de
I'ADP vers la matrice mitochondriale, 'ADP va eitgustimuler directement I'activité de I'ATP
synthase. Par ailleurs, l'efficacité de la phosplation oxydative est déterminée par le degré du
couplage entre le fonctionnement de la chainenasjie (reflété par la quantité d’oxygéene utilisée
I'activité de 'ATP synthase (reflétée par la qusnt’ ATP produite). Lors de la baisse de la dengand
énergétique, il y a un découplage entre le trandfs électrons et le pompage des protons. Dans ce
cas, le nombre de protons pompés par électronfér@énsera diminué (découplage intrinseque). Il
semble également exister une certaine dissipatooette force par diffusion passive des protons a
travers la membrane mitochondriale (découplagenséque). Cette diffusion pourrait étre autorisée
par une modification des propriétés membranairespau I'activation de transporteurs (role des

protéines découplantes chez les mammiferesADI{EGNIO et al.1996).

4.2. Autres fonctions mitochondriales

En plus d'étre un carrefour énergétique importnimitochondrie intervient dans beaucoup d'autres
voies physiologiques, notamment dans la thermogérd®méostasie du calcium, la synthese des
complexes fer-soufres etc... La mitochondrie jougostirun réle fondamental dans la mort cellulaire
programmée. En effet, la plupart des signaux de omrvergent vers la mitochondrie qui tient le role
d'un centre intégrateur et exécuteur pour l'apoptolsa mitochondrie est d’ailleurs une cible

thérapeutique intéressante dans les pathologies&les(cf. Annexe 1pour plus de détails
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|[-Cytopathies mitochondriales

Les cytopathies mitochondriales regroupent une dgravariété de pathologies dont le l'origine
commune est le déficit génétique de la chaine nasirie mitochondriale, qu'il soit nucléaire ou

mitochondriale.

1. Epidemiologie

Il est difficile d’estimer réellement la survenuesdcytopathies mitochondriales dans la population
générale. Néanmoins, une équipe a estimé la prio&ldes cytopathies mitochondriales sur une
période de 10 ans (tous déficits confondus), daespopulation d’individus agés de plus de 14 ans a
11,5/100 000 personnes soit 1/8500 personnesA/fet al. 2003). Les mutations ponctuelles du
génome mitochondrial ont été évaluées a 5.24/1@ i environ 1/20 000 personnes dans les
régions du Nord de 'Angleterre HBNNERY et al.2000).

2. Expressions cliniques

Ces pathologies ont une expression trés hétéraméss bien dans la présentation clinique que dans
'age d’apparition des symptémes. En effet, lesopgthies mitochondriales peuvent apparaitre a
n'importe quel age, de la période néonatale voinesccertains cas anténatale a I'adge adulte, parfois
avancé et peuvent étre d'une sévérité variableniéms, la plupart du temps, une atteinte de la
chaine respiratoire va s’exprimer préférentiellemmda maniére multisytémique et ce de par la
fonction ubiquitaire des mitochondries. Ainsi, pahologie mitochondriale doit étre évoquée devant
une association de symptémes qui vont s’additiosneun mode évolutif, touchant plusieurs organes
ou tissus et pouvant s’aggraver dans les situatibimgpercatabolisme et de besoins énergétiques
accrus. Les symptdmes fréquemment rencontrés ésmtnes dans le tableaugh (Annexe 2 . Il est
important de noter que dans certains cas, le tiéficia chaine respiratoire peut donner une agteint
d’'organe isolée comme la surdité, une atrophieqaptiou encore une myopathie. Lors des 40
derniéres années, plusieurs associations syndresiigat été identifiées qu’il est bon de connaitre
(tableau 2 e\nnexe 2) Il ne faut cependant pas oublier que ces syndspme&me s’ils peuvent étre
trés évocateurs voir spécifiques, ne constituesttpas les modes de présentations des cytopathies
mitochondriales. De plus, les corrélations génotghénotype sont trés faibles pour ce groupe de
pathologies, la caractérisation d’'une association®mique ne présage pas de la mutation causale.
En effet, pour une méme présentation clinique,iglus mutations peuvent étre impliquées aussi bien
dans le génome mitochondrial que nucléaire, et éenen une mutation peut donner lieu a des

expressions cliniques trés différentes. On peat cbmme exemple : les syndromes de Kearn-Sayre et
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de Pearson, causés par une méme délétion de I'ADNmsyyndrome de Leigh et les associations
diabete surdité qui peuvent étre dus aussi bieasantutations de TADNmt qu’a des mutations du
génome nucléaire.

A ce jour, on ne connait pas les facteurs qui déitent la sévérité et le type d'atteinte causésupar
mutation donnée. Une ébauche d’explication esidterce d'un effet seuil, au-dela duquel le déficit
de la chaine respiratoire provoque des dommagds\eént symptomatique. Ce seuil semble varier
entre les différents organes et tissus, ce quiigugrait peut-étre certaines atteintes préférdesiel
d’organe liées a certaines mutations. Néanmoingeosait toujours pas pourquoi une méme mutation
va donner d'un c6té une myopathie modérée chez dultea et de Il'autre provoquer une
encéphalomyopathie néonatale sévere, comme cestile eas dans les mutations du gdme2
(BEHIN et al. 2012). Il faut souligner I'importance de l'identi&tion des facteurs qui influencent la
séverité du phénotype des cytopathies mitochomrdriedr ils pourraient étre des cibles thérapeutique
intéressantes. Et ce, d’autant plus qu’il n y ag@soujours de corrélation entre le taux de maééscu
d’ADNmt mutées (hétéroplasmie) et la sévérité gli@. Cette méme variabilité s'appligue aussi aux

déficits liés aux mutations nucléaires qui sonspnées dans tous les tissus.

Les manifestations anténatales

Les manifestations anténatales sont peu décritedgues cas ont néanmoins été rapportés dans la
littérature. Il semblerait que le retard de craigsaintra-utérin (RCIU) isolé soit le symptéme lasp
fréquent (dans 20 % des cas) avec des grossesaégsrietermevON KLEIST-RETZOW et al. 1998).
D’autres manifestations ont été plus rarement tigria type d'atteintes d’organes isolées,
s’exprimant par exemple par une anasarque foetals @& atteintes hépatiques, cardiaques ou
hématologiques. Les anomalies cérébrales peuveigrégnt se voir : une agénesie du corps calleux,
une leucomalacie periventriculaire BN et al. 1999), des calcifications intracérébrales et des
ventricules élargis (@1SON et al. 1994), et enfin des associations malformativetype « VATER »

ont également été décritesAdIAN et al. 1996). Néanmoins, ni le RCIU ni les autres anasate

sont spécifiques d'une maladie mitochondriale.

Cette grande hétérogénéité clinique et l'abseraighes spécifiques d'orientation, en dehors de
guelques rares syndromes, rendent le diagnostiéregment difficile, et ce d’autant plus que les
investigations biologiques et les explorations fmmmnelles ne sont pas toujours concluantes.
Plusieurs équipes ont tenté d’établir des scoiaijaks prédictifs et des arbres décisionnelssqut
plus au moins efficaces. Dans la figure 17, egtiité un exemple de score clinique, établi pour des
populations pédiatriques en se basant sur deseitdiniques et paracliniqu€®/oLF and SIEITINK
2002)
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Table Mitochondrial disease eriteria (simplified version for bedside use)*

I. Clinical signs and symptoms, 1 point/symptom (max. 4 points)

A. Muscular presentation B. CNS presentation C. Multisystem disease II. Metabolic/imaging studies IT1. Morphology
(max, 2 points) (max. 2 ]minl,ﬁ) (max, J |mi||t.HJ (max. 4 |minl..c.l (max. 4 puinl.sl
Ophthalmoplegiat Developmental delay Hematology Elevated lactate? Ragged red/blue fibers#
Facies myopathica Loss of skills GI tract Elevated L/P ratio COX-negative fibers}
Exercise intolerance Stroke-like episode Endocrine/growth Elevated alaninet Reduced COX stainingi
Muscle weakness Migraine Heart Elevated CSF lactatet Reduced SDH staining
Rhabdomyolysis Seizures Kidney Elevated CSF protein SDH positive blood vessels?
Abnormal EMG Myoclonus Vision Elevated CSF alaninet Abnormal mitochondria/EM¥

Cortical blindness Hearing Urinary TA excretion

Pyramidal signs Neuropathy Ethylmalonic aciduria

Extrapyramidal signs Recurrent/familial Stroke-like picture/MRI

Brainstem involvement Leigh syndrome/MRIt

Elevated lactate/MRS

* Secore 1: mitochondrial disorder unlikely; score 2 to 4: possible mitochondrial disorder; score 5 to 7: probable mitochondrial disorder;
score 8 to 12: definite mitochondrial disorder.

t This specific symptom scores 2 points,

£ This symptom in a higher percentage scores 4 points.

GI = gastrointestinal; L/P = lactate/pyruvate; COX = cytochrome ¢ oxidase; SDH = succinate dehydrogenase; EM = electron micros-
copy; EMG = electromyography; TA = tricarbon acid.

Figure 17 : exemple de score cliniqd#C) (WOLF and $EITINK 2002)

3. Explorations paracliniques

Du fait de I'atteinte multi-systémique, une évdioma paraclinique globale de tous les organes doit
étre réalisée a titre systématique, devant toudpision d'une cytopathie mitochondriale, hépatique,
rénale, hémérologique, cardiaque...Certains examens ependant plus spécifiques et aident a
I'orientation diagnostique et notamment le bilantabélique, I'imagerie cérébrale ainsi que les
explorations enzymologiques et histologiques.

3.1. Bilan métabolique

3.1.1. Les points redox

Le défaut de transfert des électrons par déficitadehaine respiratoire provoque une modification
profonde des équilibres des réactions d’oxydoréoliactans la cellule par accumulation d'équivalents
réduits (NADH, FADH2). Ceci peut se traduire paeuryperlactatémie persistante (> 2,5 mM), une
élévation du rapport lactate/pyruvate (L/P > 20) add rapport des corps cétoniques 3-
hydroxybutyrate/acétoacétate (30OHB/AcAc > 2). Heteflans la mitochondrie, les corps cétoniques :
acétoacétate et 3-hydroxybutyrate sont en égejlitbe méme que le lactate et le pyruvate dans le
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cytoplasme. L’accumulation de NADH pousse les detactions dans le sens de la réduction des
métabolites, ainsi, 'acétoacétate est préférdatient transformé en 3-hydroxybutyrate et le pyreiva
en lactate, entrainant I'élévation des rapportsy@xybutyrate/acétoacétate et Lactate/pyruvate
(DEBRAY et al. 2007). Ces anomalies ne sont pas constantes, mieguent de spécificité et de
sensibilité, globalement moins de 10% des hyperéniies sont confirmées par ufi"2dosage.
L’hyperlactatémie dépend probablement de l'inténgiie I'atteinte mitochondriale, des organes
préférentiellement touchés et de la balance séaorfétimination du lactate plasmatique. Certaines
formes de cytopathies mitochondriales s’accompagreement d’une élévation du lactate sanguin
comme dans les mutations de la polymerase gani@d G1), I'atrophie optique de Leber, le
syndrome de Kearns-Sayre et le syndrome de Leigligficit du complexe | RIEPELSet al. 1999).

Les dosages sanguins des points redox doiventatéene générale étre réalisés au repos, répétés au
cours de la journée, a jeun et en postprandial, ddi démasquer une hyperlactacidémie latente. Une
élévation des lactates doit également étre recerdans le liquide céphalo-rachidien, surtout dzms
formes neurologiques et dans les urines, notamerenas de tubulopathie. Par ailleurs, les anomalie
des lactates sanguins ne sont pas propres auxatlyies mitochondriales. Les lactates peuvent étre
augmentés dans le sang, dans diverses autresicngadgihysiologiques et pathologiques, par exemple,
dans les conditions d’hypoxie (insuffisance redpira et cardiaques), en période post-critique dans
les épilepsies, dans les accidents vasculairebreéné et aussi pendant les processus inflammatoires
et tumoraux.... Cette élévation peut étre secondad®@utres déficits métaboliques, tels le défiait e
thiamine, de la béta-oxydation des acides graseatéficit de I'enzyme pyruvate déshydrogénase,
enzyme d’entrée du pyruvate dans le cycle de Krelé#vation peut aussi étre artéfactuelle, liée a
des mauvaises conditions de préléevement et d’actzarnj en effet, le prélevement doit se faire en
dehors de toute période d’'activité physique, sarsog et doit étre transposté a + 4°Afd 1988)
(CHow et al.2005).

3.1.2. Les chromatographies des acides organicgtesmines

Les chromatographies des acides aminés et organmgusrent révéler des anomalies inconstantes et
non spécifiques.

La chromatographie des acides organiques urinp@esretrouver une excrétion anormale des dérivés
intermédiaires du cycle de Krebs (succinate, futeard, de I'acide 3-méthylglutaconique qui est un
intermédiaire du catabolisme de la leucine. Cetteimulation est en partie due a une accumulation de
succinyl-CoA, résultat de la saturation du cyclekdebs par ralentissement du transfert des élextron

(figure 18). Une acidurie dicarboxylique peut égadat se voir, c’est le témoin du retentissement du
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déficit de la chaine respiratoire sur la béta-oxiyhades acides gras, de méme que la diminutida de
carnitine libre sur le profil des acyl-carnitineeawn rapport acylcarnitine /carnitine libre augtéen

Les chromatographies des acides aminés sanguinsrgqrarfois révéler de maniére aspécifique, une
augmentation de I'alanine (cycle de Cori), une amgtation de la proline avec une hypocitrullinémie
(inhibition de la proline oxidase), témoins d’ungphlrlactatémine latente. Quelques observations ont
également rapporté une élévation de la sarcositerifiédiaires du métabolisme de la choline) dans le

sang et les urines @As et al.2008)

L vAL | [Lie [ L-LEU |
® ® ®
a-céto-Isovalérate a-céto-B-méthyl-valérate a-céto-Isocaproate
ol o o]
Isobutyryl-CoA a-méthyl-butyryl-CoA Isovaléryl-CoA
® Figure 18 : schématisation du catabolismp
p-méthyl-crotonyl-CoA des acides aminés ramifiés. La méthyl-
Semi-aldéhyde Bf?yd,oxy_ malonyl CoA mutase intervient a I'étape
méthyimalonique  cméthil-aciioaciiCoR  pméthyl-glutaryl-CoA finale en transformant le méthyl-malony!
\. J en succinyl-CoA
Propionyl-CoA Acétyl-CoA Acétoacétyl-CoA
°|
Méthyl-malonyl-CoA Corps cétoniques
o]

Succinyl-CoOA ——— CYCLE DE KREBS

3.2. Imagerie du systeme nerveux central

3.2.1. IRM cérébrale

L’IRM cérébrale est un examen trés utile dans dgaostic des cytopathies mitochondriales, méme si
les anomalies retrouvées ne sont pas spécifiquessé(RL and TURNBULL 2014) . En effet, tous les
types d’anomalies de morphologie et de signal paugobserver, notamment dans les formes
neurologiques. L'IRM peut parfois aussi étre noerséns éliminer pour autant le diagnostic. Il peut
exister une atrophie du tissu cérébral, d’évolutimogressive ou parfois rapide, lors d’acces
paroxystique rapporté notamment dans les défigitscamplexe V (BSTRO-GAGO et al. 1999).
L'atrophie peut toucher le cervelet dans -entreeales syndromes de MELAS, de Leigh, de Kearns-
Sayre...etc (INCKE et al. 1996) (VALANNE et al. 1998). La substance grise profonde et nhotamment
les ganglions de la base est sélectivement vullegbine défaillance du métabolisme énergétique,
elle est donc souvent anormale dans les cytomathitochondriales. Cette atteinte concerne aussi
bien les ganglions de la base que le thalamus substance grise périaqueducale, qui se présantent
hyposignal T1 et hypersignal T2spin-écho et FLARéférentiellement bilatérale et symétrique
(Annexe 3A). Les descriptions histologiques de ces Iésionsairouvé un aspect nécrotique associé a

une démyeélinisation, une prolifération vasculairege gliose (BVANAGH and HFARDING 1994). Le
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syndrome de Leigh est le modéle historique de jpe thatteinte, mais il faut noter que ces Iésioms n
sont pas spécifiques des déficits primaires dehlaine respiratoire, et peuvent également étre
observées lors d'une intoxication au monoxyde dbaree, d’'une toxicité de la bilirubine, d'un défici

en biotinidase, des troubles du métabolisme detesajras ou dans les aciduries organiques. La
souffrance métabolique de la substance blancheadeitt par des anomalies de la myélinisation avec
un aspect de leucoencephalopathie a I'lRhtriexe 3B. Elle peut aller du simple hypersignal T2
FLAIR péri-ventriculaire a la leucodystrophie dity respectant les fibres en U (syndrome MNGIE)
ou pas (déficit en cytochrome c oxidase)ofdATO et al. 2014). Enfin, d’autres atteintes comme les
dysgénésies du corps calleux ou des calcificatibes noyaux gris centraux ont été également

rapportées.

3.2.2. Imagerie des pseudo-AVC

Les lésions de pseudo-AVC sont retrouvées typigmendans le syndrome de MELAS mais pas
seulement (MLFATTI et al. 2007) (ANSSEN et al. 2006). Sur le plan histologique, ces lésions ant u
aspect de plages nécrotiques, des micro-vacuolisatiune prolifération capillaire, une activation
macrophagique et une astroglios&zUka and KAl 2005). Elles se caractérisent sur le plan
radiologique des AVC vrais, par un aspect d’iscleésains systématisation artérielle, avec une angio-
IRM classiqguement normale. Elles siégent préféedlatnent en régions corticales pariéto-occipitales.
Par ailleurs, les pseudo-AVC s’accompagnent enephagie, d’'un cedeme vasogénique objectivé a
I'IRM en diffusion et ADC, contrairement aux AVCatigine artérielle qui sont plutdt associés a un
cedeme cytotoxique.

L'objectif des séquences IRM pondérées en diffusishd’obtenir des images, dont le contraste est
influencé par les différences de mobilité de mdigcdieau. Cette séquence permet de faire la
différence entre I'cedeme vasogénique (moléculeswud’extracellulaire) et I'cedéme cytotoxique
(molécules d’eau intracellulaires). C’est ainsi ¢gri@remier apparait en hyposignal , dit en retsbmc

de diffusion (mime le signal de LCR : moléculesalie trés grande mobilité) et le deuxiéme apparait
en hypersignal (molécule d’eau intracellulaire &erme mobilité).

A partir des séquences de diffusion et FLAIR ontpealculer un coefficient dit « coefficient de
diffusion apparente » ou ADC qui est la différenie signal entre ces deux séquences. Ce coeffficien
est élevé dans les cedemes vasogéniques et dimang I'dedéme cytotoxique, permettant de
différencier a la phase aigle, les AVC ischémigas AVC métaboliquesAhnexe 3Q .Il n'est
cependant pas toujours si aisé de faire la diffireantre les deux, car de plus en plus de cas de
MELAS avérés, présentant des AVC avec un ADC digisont rapportés.

Tout ceci souléve la question des mécanismes piatiologiques des pseudo-AVC dans les
cytopathies mitochondriales. Cette question n'est encore élucidée, néanmoins, trois hypothéses

majeures ont été proposées pour expliquer ce preEmmm
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-I'origine vasculaire ischémique ou angiopathietochondriale : elle se base sur des
observations d’atteintes dégénératives des petiteses et artérioles cérébrales, dans les ausogeie
patients atteints de syndrome de MELASHADA et al. 1987) (KisHI et al. 1988). Cette théorie
suggeére l'existence d'une dysfonction vasculairecaun trouble segmentaire de la relaxation du
muscle lisse par inhibition de la NO synthétase)'pacumulation d’équivalents réduits.

- le mécanisme cytopathique : fait référence & wsouffrance neuronale et/ou gliale
généralisée, par effet direct du déficit de lagghmrylation oxydative avec des vaisseaux préservé

- le mécanisme neurovasculaire non ischémiquggése que les pseudo-AVC seraient le
résultat d'un état d’hyperexcitabilité (activitéiléptique) neuronale locale, ce qui augmenterait le
besoins énergétiques cellulaires, créant un ddggguentre la demande et la disponibilité d’ATP.

Il semblerait plus probable que tous ces processmsourent de maniere conjointe aux lésions
observées dans les pseudo-AVC a des étapes etvdeigigles.

Tout ceci, impose la recherche de cytopathies Imitodriales dans les AVC, méme cytotoxiques
notamment, chez le sujet jeune surtout en l'abselecaystématisation artérielle et de facteur de

risques cardiovasculaires.

Certaines équipes ont essayé d'établir des camésagénotype-phénotype neuroradiologiques plus
précises, en étudiant des séries de patientstattircytopathies mitochondriales. Ainsi par exempl
dans le syndrome de Leigh, les noyaux préféreatight atteints sont les putamen++, le pallidum
et/ou le noyau caudé et les pseudo-AVC occipitamt slassiques dans le syndrome de MELAS. Par
ailleurs, une étude récente de 30 cas, atteints d&ficit du complexe | a montré que les déficits
d’'origine mitochondriale sont plus souvent assoéiédes épisodes de pseudo-AVC, alors que les
déficits d’origine nucléaire s'associent plus vdlers & une leucoencephalopathie. Cette équipe
(DEVAUX-BRICOUT et al. 2014) a proposé des algorithmes décisionnels ectifm des images de
'IRM cérébrale Annexe 3D. Ces diagrammes sont donnés a titre indicatfoet a prendre avec
précaution mais pourraient parfois, avec une bdnterprétation radiologique aider dans les cas

complexes a l'orientation diagnostique.

3.2.3. La spectroscopie par résonnance magnétique

La spectroscopie par résonance magnétiqgue perneeexpioration non invasive et in vivo de la
composition moléculaire des tissus ANSFIELD and MAUDSLEY 1977) (FLIPPI et al. 2014) . Elle
permet d’identifier certains constituants moléadsj les métabolites, impliqués dans des processus
physiologiques ou pathologiques. Le signal étudigscce cas de figure est celui du noyau hydrogéne.
Deux types d’acquisition existent :

-Mono voxel : centré sur un point, elle a 'avamtatjétre rapide (<1min) mais elle est limitée,

elle trouve son intérét dans I'exploration d’'unemalie de signal dans un site donné.
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-Imagerie métabolique : enregistre I'informatioresfposcopique sur un ensemble de voxel et

donne une information sur un volume cérébral phogartant mais I'acquisition est plus longue

(13 minutes).
L’acquisition de séquences spectroscopiques (Tettipsho long + Temps Echo court) permet au
total d’explorer un certain nombre de métabolites :

- Le myo-inositol qui est un marqueur des cellgjksles,

- La choline, qui est un métabolite capital lorslaleynthése et de la dégradation de la myéline ;

le pic de choline comprend également la phosphaehet la glycéro-phosphocholine ; c’est bon

marqueur de la myélinisation

- La créatine et la phosphocréatine

- Le N-acétyl-aspartate (NAA), c’est un marquewno@al il est diminué dans les la souffrance

et la mort des neurones.

-Le glutatmate et la glutamine

- Le lactate
Les mesures qu'on peut faire, sont reproductiiésest donc possible d'avoir une bonne idée des
valeurs des rapports entre les différents métasotians un cerveau sain. Il convient cependant, de
noter que ces valeurs ou ces rapports peuvent aritonction de la localisation des mesures (Joxel
dans le plan de coupe, et de I'age du sujet. @adi compte de l'interprétation difficile des spestr
notamment dans la population pédiatrique. Dansclgepathies mitochondriales, les anomalies
retrouvées sont principalement une baisse du piblA4, témoin d’'une souffrance neuronal et la
présence d'un doublet de lactatesnifiexe 3B. La spectroscopie par résonance magnétique est
toutefois, plus contributive quand il y a des anliesade signal, permettant d’orienter la localizati

des acquisitions.

3.3. Etudes histopathologiques

L'examen histopahologique de la biopsie musculpiat orienter le diagnostic en présence d'une
accumulation segmentaire anormale des mitochon(figese 19A) et/ou d'une surcharge lipidique et
par I'existence de fibres présentant un déficialtou partiel de 'activité de la cytochrome oxyelas

aux études histoenzymologiques (figure 19B). L’étueh microscopie électronique peut venir
confirmer les anomalies en mettant en évidence résemce d’anomalies mitochondriales avec

notamment la présence d’inclusions paracristallida®s la matrice mitochondriale (figure 19 C).

L’accumulation anormale de mitochondries peut seluire par différents aspects révélés par la

coloration du trichrome de Gomori :

- Le plus caractéristique est celui des ragged fibdrs (RRF) (fibres rouges déchiquetées)

correspondant & une accumulation de mitochondies ¢ sarcolemme et au niveau du réseau
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intermyofibrillaire produisant un aspect déchiguggda fibre.

- laccumulation peut se limiter & une augmentatides mitochondries uniquement sous le

sarcolemme donnant un aspect « en coup d’ongle ».

La nature mitochondriale de cette accumulation p&etconfirmée par la mise en évidence d’activités
enzymatiques localisées au niveau de la mitocher{@uccinate deshydrogénase (SDH), cytchrome
oxydase (COX).

La présence de RRF est caractéristique des pateslogtochondriales mais peut s’observer dans
d’autres pathologies notamment inflammatoires et@urs du vieillissement et inversement les RRF

sont rares dans certaines pathologies mitochordr@mme les syndromes de Leigh ou de NARP.

Les cytopathies mitochondriales étant secondairedes déficits enzymatiques de la chaine
respiratoire, il est possible par technique histgerlogique de révéler ce déficit. L'étude de
I'activité de la SDH et de la COX est trés inforimat la présence de fibres déficientes en cytochrom
oxydase avec une activité normale ou augmentéa &OH étant trés suggestive d’'une pathologie
secondaire a une anomalie de TADNmt. Les fibresXG@gatives ne sont pas spécifiques d'un déficit
en complexe IV de la chaine respiratoire et sonegiement associées aux anomalies de 'ADNmt

touchant les génes des ARN de transfert.

Figure 19 : Myopathie mitochondriale : A-Coloration du trichromge Gomori: Présence de RRF et
d’accumulations sous sarcolemmale de mitochondriesiveau de certaines fibres. B-Détection simékades
activités SDH et COX. L'activité de la SDH se tradugr un précipité bleu et celui de la COX par uécppité brun.
Le déficit en COX au niveau de certaines fibresraduit par une coloration bleue des fibres corgmént aux
autres qui apparaissent brun-bleue. C-Microscofgetrénique a transmission : mise en évidence Higions
paracristallines au niveau de mitochondries sitlaes les espaces intermyofibrillaires
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3.4. Investigations enzymologiques

L'étude de l'activité des différents complexesynatiques de la chaine respiratoire est possible a
partir de fragments de tissu de ou de cellules Wture, dans des milieux empéchant la contre-
sélection des cellules déficitaires (ex : présetinedine et de pyruvate). Les explorations peuvent
ainsi définir I'existence de déficits isolés ou dmngs des complexes.

Du fait de I'hétérogénéité des tissus et organtsnid, il est toujours préférable d’étudier leles
tissus atteints quand cela est possible. Ainspréferera la biopsie musculaire dans les présentati
myopathiques et les lymphocytes dans les table@matopoiétiques (syndrome de Pearson). Des
atteintes s'exprimant de fagon prédominante darisideou le coeur, pourront étre étudiées sur des
biopsies hépatiques a l'aiguille ou des biopsiemyocardiques, quand celles-ci sont réalisables.
Quel que soit I'organe atteint, il est toujourseutie prélever une biopsie de peau des patientsi¢mé
en post-mortem immédiat) pour de futures investigat enzymologiques ou moléculaires sur
fibroblastes en culture.

Deux techniques peuvent étre utilisées : la polagge et la spectrophotométrie URIN et al.
1994).

3.4.1. Polarographie

Les études polarographiques permettent de mesarreorisommation d'oxygene par des fractions
enrichies en mitochondries a l'aide d'une électeleClark (électrode a oxygéne), en présence de
différents substrats (malate + pyruvate, malatdlutaate, succinate, palmitate...). Un déficit du
complexe | se traduira par une oxydation diminugaeNd\DH, tandis que l'oxydation de substrats
produisant du FADH2 (succinate) sera normale. taasbn opposée s'observera dans le cas d'un
déficit du complexe Il, alors qu'un déficit du cdeye 11l ou du complexe IV affectera l'oxydation de
tous les substrats. De fagon similaire, dans ledaas déficit du complexe V, I'oxydation de tous le
substrats, en présence d'ADP, sera déficitaireei@mt dans ce dernier cas, I'addition d'un agent
découplant tel que le cyanure de carbonyle m-chibkmylhydrazone stimulera fortement les
oxydations indiquant que la phosphorylation de FA@n ATP est I'étape limitative.

Ces études requéraient, il y a encore quelquesandés quantités de muscle de l'ordre du gramme
(environ 2 g), mais des miniaturisations permetteaintenant d'obtenir des préparations enrichies en
mitochondries a partir de petites quantités de: ({$60-200 mg), ce qui intéressant chez les tigseje

enfants. Par contre, cette technique n’est réddisgbe sur du tissu frais non congelé, l'autre
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alternative étant I'étude de cellules: lymphocytégulants (isolés a partir de 10 ml de sang) ou

cellules en culture perméabilisées (lignées lymfdsibides, fibroblastes)

3.4.2. Spectrophotométrie

Les études spectrophotométriques permettent deremelas activités des complexes de la chaine
respiratoire seuls ou par groupe, en utilisantdi@meurs ou des accepteurs d'électrons spécifiques.
Dans ce cas, il n'est pas nécessaire d'isoleriteshondries. En conséquence, la quantité de reatéri
nécessaire est beaucoup moins importante (10-2@npgut étre obtenue par biopsie a l'aiguillee(foi
rein) ou méme par biopsie endomyocardique. La spgubtométrie peut étre réalisés sur du tissu
frais ou bien sur du tissu immédiatement congelaservé a -80°C ou dans I'azote liquide.
L'interprétation des résultats se fait sur les mafpdes valeurs d’'activité des différents comptexe
entre elles, qui sont constantes en toutes ciranostet constituent un bon indicateur de I'activité
enzymatique a chaque étape du transfert des éiscttes valeurs absolues sont par contre moins
fiables car peuvent varier entre les tissus. Cem@nadomme tout ce qui concerne la mitochondrie,
I'interprétation des résultats n'est pas si aitéee activité normale de la chaine respiratoire erenpt

pas totalement d'exclure un déficit, méme si Isutiétudié est celui qui exprime la maladie. Il est
possible d'étre en présence d'une anomalie toudbanpropriétés cinétiques d'une enzyme (non

décelables par les techniques utilisées) ou d'atérdgénéité tissulaire.

Il d’autant plus difficile dinterpréter ces résatis qu'il existe des déficits secondaires de la
mitochondrie. En effet, d’autres déficits génétmjtel quel la maladie de Wilson ou le déficit de la
béta-oxydation des acides gras, le vieillisseméwysiplogique et les traitements pharmacologiques
(comme par exemple les antirétroviraux) peuverg atf'origine d’'une diminution des activités des

complexes de la chaines respiratoire en plus dawalies histologiques mitochondriales.

3.5. Détection des complexes | a V par électroph@e Blue Native (BN-PAGE)

Il s’agit d'une technigue d'électrophorese non ténaamte développée par SCHAGGER et VON

JAGOW en 1991 (&HAGGER and VON JAacow 1991), pour l'analyse de complexes protéiques
membranaires, tels que le systeme des complexiesati@ine respiratoire. Cette technique permet de
maintenir les complexes dans leur état natif, bindfuement actif, sans dénaturer les protéines ni

dissocier les complexes, permettant ainsi d'étuldier organisation structurelle. Afin de conserver
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I'état natif des complexes protéiques, le Servae Bhuest utilisé (aussi appelé Bleu de Coomassie
G250) dans les tampons d'extraction et de migratiectrophorétique. Le Serva Blue G permet, tout
comme le SDS (sodium dodecyl sulfate) utilisé dé&lectrophorése conventionnelle, d'obtenir des
complexes protéiques chargés, ce qui est nécessaine mobilité dans le champ électrique. A ldesui
de la migration, les bandes de protéines obterumstsansférées du gel de polyacrylamide sur une
membrane de nitrocellulose et révélées a l'aidetid@aps spécifiques des complexes (technique
Western Blot). L'intensité des bandes est meswumédgnsitométrie et les résultats sont exprimés sou
forme de ratio en les rapportant au complexe Il. doenplexe Il, entierement codé par 'ADN
nucléaire (non affecté par des mutations a I'ADNrest un bon marqueur de I'abondance des
mitochondries (IMAURO 2013). Cette technique permet d'analyser indiVidoent la taille,

'assemblage et I'abondance relative des complexes.

3.6. Complémentation fonctionnelle

Faire la part entre I'origine nucléaire et mitoctioale du déficit n'est pas aisé. L'utilisation de
lignées cellulaires commerciales « cybrides » @énat utile pour distinguer les deux types de défici
Les cybrides ou hybrides cytoplasmiques sont désles chiméres, construites a partir de la fusion
de cellules énuclées avec des cellules déplétéabimt (cellule hdte appelée rho-zero)). Ainsi, il
est possible d’introduire 'TADNmt a étudier (dutieat) dans la cellule, si ce dernier affecte le
fonctionnement mitochondrial, on s’orientera pluwéts une origine mitochondriale et inversement

pour les déficits nucléaires (NWHAYATHIL et al.2012).

Concernant les déficits d’origine nucléaire, il gibe de préciser le chromosome responsable du
déficit par des études de complémentations fonetilbes, grace au transfert d’'un chromosome. Le
principe de cette technique est d'introduire, daes cellules de patients mises en culture, en
I'occurrence des fibroblastes, les différents ctosomes humains et d’observer les conséquences de
ce transfert sur le phénotype des cellules (DNLAY et al. 2002). Les chromosomes humains sont
obtenus par fragmentation de cellules hybrides hefrongeur stables qui ne contiennent qu’'un seul
chromosome humain : lesicrocells Aprés le transfert des microcells dans les @dlule patients, si

le déficit biochimique est restauré, cela signifiee le chromosome introduit est celui qui portgdae

déficitaire.

4. Les déficits génétiques dans les cytopathies nthondriales :

Comme déja évoqué précédemment, les protéines hoitddales ont une double origine génétique
nucléaire et mitochondriale, avec une participatiocléaire majoritaire (plus de 99% des protéines

sont d’origine nucléaire). Chez les mammiféres,jrenvl500 protéines sont requises afin d'assurer le
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fonctionnement et/ou la structure des mitochondri&sez 'Homme, environ 1000 genes ont été
identifiés comme étant potentiellement impliquéssdées différentes voies, fonctions et structures
mitochondriales (bPEzet al. 2000). Différentes stratégies ont été utiliséas faentification de ces
protéines, telles que les études de liaisons gpregidans les familles informatives, les prédistian
silico des signaux protéiques d’adressage mitochontemEtudes de co-immunoprécipitation et plus
récemment les techniques d’étude protéomique adeduit, grace a la spectrométrie de masse...etc
Tous les modes d’hérédité ont été observés dartytegathies mitochondriales, en fonction du gene
impliqué : autosomique dominant, autosomique réeesst lié a I'’X pour les génes nucléaires,
hérédité maternelle pour les génes mitochondriaux.

A ce jour, plus de 200 génes nucléaires ont étiéent@nt impliqgués dans la pathologie humaine
mitochondriale et une cinquantaine sont étudiéguasi-routine diagnostique, mais ce nombre est en

augmentation constanteHd et al.2009).

4.1. Le déficit des genes nucléaires

Les principaux déficits génétiques nucléaires im@is dans les cytopathies mitochondriales sont
résumés dans le tableau 1lldenexe 4. Cette liste n'est pas exhaustive, elle représkesteléficits
affectant directement les complexes de la chaispinaoire (GINNERY and HUDSON 2013). Il est
difficile aujourd’hui d’obtenir une liste completde tous les genes rapportés dans les cytopathies

mitochondriales.

4.1.1. Les génes de structure et d’'assemblage degplexes de la chaine respiratoiféigure 20)

Des mutations pathogénes ont été décrites dansadfii pa quarantaine de génes nucléaires de
structure du complexe | et cette liste est en emstaugmentation. Elles entrainent dans la m@jorit
des cas un syndrome de Leigh ou un tableau neimalgassocié ou non a une cardiomyopathie
(DISTELMAIER et al.2009).

Des mutations dans le géB®HA sous-unité flavoproteine du complexe Il a étgligués dans un
tableau de syndrome de Leigh ou d’atrophie optapec ataxie. Les sous unité SDHB, SDHD et
SDHC, ont surtout été impliqués dans des formesimes de syndromes tumoraux notamment des
phéochromocytomes, des paragangliomes et des Cdikdesyndromes. Parmi les genes des 10
sous-unités nucléaires du complexe IIURYCRBetUQCRQ ont été impliqués respectivement dans
un tableau d’hypoglycémie avec acidose lactiquelagts un phénotype neurologique avec retard
psychomoteur sévéere et signes extrapyramidaux. 8eulgéne de structure du complexe IV
(COX6B2, responsable d'une encéphalomyopathie sévereée aéntifié et, & notre connaissance,
aucune mutation dans un géne nucléaire de strudtu@mplexe V n'a pu étre a ce jour, mise en

évidence.
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Figure 20 : participation nucléaire et mitochonldri&a la formation des complexes de la chaine
respiratoire (DRNBULL and RISTIN 2015)

Le nombre de génes d’assemblage impliqués dansyepathies mitochondriales ne cesse de
s’accroitre. lls ont été décrits en premier liewples complexes |, I, IV puis V et plus récemrhen
pour le complexe Il avec le déficit du géSIRHAF,impliqué dans des cas de leucodystroggieczzi et al.
2009). lls ont été initialement rapportés dans des ptésens neurologiques isolées puis dans des

atteintes multisystémiques (neurologiques, cardiaghépatiques et rénales).

4.1.2. Genés impliqués dans la traduction des pireeé mitochondriales :

Ceci concerne les génes codant pour les protégemdoribosomes, les protéines impliquées dans la
maturation des ARNt et ceux codant pour des fasteliélongation. Ills sont le plus souvent
responsables de tableaux sévéres d’encéphalopaueiée a une atteinte multi-systémique

4.1.3. Génes impliqués dans la réplication et laimianance de I'’ADN mitochondrial

Le déficit de ces génes est a l'origine des syndsome déplétion de 'ADN mitochondrial qui

correspond & une diminution de la quantité (nondeecopies) des molécules de 'ADN dans les
mitochondries (généralement inférieur a 10%). Rlws tableaux cliniques ont été rapportés,
s’exprimant en général dans la population pédjadri: myopathies, encéphalo-myopathies ou
atteintes hépato-cérébrales. lls ont comme paatitél de respecter I'activité du complexe I, seul
complexe codé totalement par le génome nucléaire garticipation mitochondriale. Certains déficits
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peuvent étre a l'origine de délétions multiples paccumulation d'intermédiaires de réplication

anormaux (POLG, Twinkle et TP) (BELAND 2012). Deux catégories de protéines ont été

impliquées : les protéines de la réplication etplegéines du maintien du pool de dNTP (figurés 2

et 22)

Les protéines de la réplication

La polymérase gamma est constituée de deux sotésuniunité catalytique POLGL1 et 'unité
accessoire POLG2. Les mutations daR®LG1 ont d'abord été identifiées dans des
ophtalmoplégies externes (PEO), souvent progresdamiliales autosomiques ou récessives,
classiguement associées a des délétions multiples lé muscle. Son spectre s’est étendu ces
derniéres années au syndrome d’Alpers et a difféseatteintes neurologiques dont I'ataxie.
Les mutations danBPOLG2 sont beaucoup plus rares et sont responsables tdlomtogie
externe progressive familiale autosomigque dominante

Twinkle, hélicase de la réplication est a I'origithe tableaux de PEO familiale dominante avec
parfois des myopathies et des neuropathies. Leatim$ récessives sont responsables de

tableaux séveres d’encéphalo-hépathopathie précoces

Les voies de réqulation du pool de dNTP mitochonalri

La thymidine kinase 2 (TK2) est une kinase mitochi@le des nucléosides de type
pyrimidine (thymidine T, cytosine C, uridine U)lleeest donc indispensable a la synthése des
desoxyribonucléotide monophosphates (dACMP, dTMRIWP). Son déficit entraine un

tableau de myopathies de sévérité variable chafale et 'adulte.

La Deoxyguanosine kinase (DGUOK) est la kinasechibndriale des nucléotides de type
purine (guanidine G et adenine A), elle est impugagour la synthese des dAMP, et dGMP.
Ses mutations sont a I'origine d’un tableau hégagt@bral chez I'enfant

La protéine p53-R2 est une petite sous -unité deiblenucléase réductase, enzyme de
réduction du ribose au niveau des ribonucléotidermpttant I'obtention de dNTP
(désoxyribonucléotide triphosphate) directementagipdes NTP (nucléotide-triphosphate).
Le déficit de cette enzyme a été rapporté danededphalopathies néonatales associées des
tubulopathies.

La thymidine phosphorylase (TP), enzyme qui catala déphosphorylation de la thymidine
ou deoxyuridine en thymine ou uracile. Son défcitraine un déséquilibre dans le pool des
dNTP vers I'accumulation de dTTP proportionnelletraunx autres dNTP. Ses mutations sont
a l'origine du syndrome MNGIE (Encéphalopathie nmgatro-gastrointestinale).

SUCLA2 et SUCLG1 sont des sous-unités de la Syk€ioA ligase (SUCL), enzyme du
cycle de Krebs qui transforme le succinyl-CoA eésgnce d’ADP ou de GDP en succinate,
synthétisant ainsi une molécule d’ATP ou de GTR imneitations danSUCLA2et SUCLG1
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sont associées a des encéphalomyopathies pré&hd@sGlest responsable de tableaux plus
séveres avec détresse métabolique néonatale et déné les premiers mois de vies. Les
déficits en SUCL se caractérisent par une excrétimnaire anormale d’acide
méthylmalonique, dépistée sur la chromatographgaraque urinaire. Celle-ci s’explique par
'accumulation de succinyl-CoA qui inhibe I'enzyrivi&thylmalonyl-CoA mutase responsable
de la conversion de methylmalonyl-CoA en succingACdans la voie du catabolisme des
acides aminés (enzyme déficitaire dans les acislanigthylmaloniques)

La MPV17 est une protéine de la membrane mitochialedinterne dont la fonction est
inconnue. Elle a été impliqguée dans des formesthégbrales de déplétion mitochondriale.
L’ANT ou translocase mitochondriale ADP/ATP a égirouvée mutée dans des formes
dominantes d’ophtalmoplegie externe progressive

Des mutations dans le geR&RM2Bont été associées a des délétions multiples deNt

avec un phénotype de PEO familiale dominante oesgéce.

Il est & noter que les déficit des protéines déutson mitochondriale (OPAlet MFN2) sont

également responsables d'instabilité du génomechmitodrial et peuvent étre a l'origine de

dép

|étion ou de délétions de '’ ADNmt

Table 1. Nuclear genes associated with instability of mitochondrial DNA in patients.

Chromosome

Gene Clinical disorder Consequenceof mtDNA locus Function
POLG(POLG1) Ar Alpers or ataxiaArPEQ/ DepletionDeletions 15q25 Mitochondrial DNA polymerase

adPEO
POLG2 AdPEO 17q23-24 Pol+y accessory subunit
DNA AdPEOAr ataxia / DeletionsDepletion 10q24 Mitochondrial DNA helicase, Twinkle
helicase(Cl0orf2) encephalopathy
TP(TYMP) Ar MNGIE DepletionDeletions 22q13.32 Thymidine phosphorylase
DGUOK Ar encephalohepatopathy Depletion 2pl3 Mitochondrial deoxyguanosine kinase
TK2 Ar congenital myopathy Depletion 16¢22 Mitochondrial thymidine kinase
RRM2B Ar encephalomyopathyAd Depletion 8g23.1 p53-inducible small subunit of

PEO ribonucleotide reductase
ANT1(SLC25A4)  AdPEO Deletions 4q34-35 Adenine nucleotide translocator
MPV17 Ar neurohepatopathy Depletion 2p21-23 Mitochondrial inner membrane protein
SUCLA2 Ar encephalomyopathy Depletion 13q12.2-q13.3 (-subunit, Succinate-CoA ligase
SUCLG1 Ar encephalomyopathy Depletion 2pll.l a-subunit, Succinate- CoA ligase
OPA1 Ad optic atrophy Deletions 3q28-q29 Dynamin related GTPase

Ad, autosomal dominant; Ar, autosomal recessive.

Figure 21 : les déficits génétiques du maintieliAlBN mitochondrial (COPELAND 2012)
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Figure 22 : représentation schématique des roleprééines impliquées dans les voles
de maintenance et de stabilité du génome mitocledr{@oPELAND 2012)

4.1.4. Autres déficits d’origine nucléaire :

D’autres protéines de localisations mitochondrialesété identifiées et impliquées dans des ag¢igint
mitochondriales avec des tableaux variables :

- Le syndrome de Barth : est d0 & des mutations égeneTAZ contant pour la Taffazin,,
enzyme de la biosynthése des cardiolipines, il seactérise par principalement par une
cardiomyopathie (non compaction ventriculaire), atteinte musculaire, une neutropénie, un retard
de croissance et une acidurie 3-méthylglutacon{§aeLAME and REN 2006).

- L'ataxie de Friedrich : ataxie d'origine génétgla plus fréquente avec cardimyopathie
hypertrophique, diabéte et neuropathie. Elle egséa par une expansion homozygote de triplets
dans le premier intron du gene codant pour la Xna¢a Cette protéine possede une localisation
mitochondriale et a été impliquée dans la voie ideyimthése des complexes fer-souffre(Brycki

et al.2000).

- Plusieurs formes de paraplégies spastiques itaréd (SPG) ont pour origine un déficit
génétique de protéines mitochondriales, parmi keléeg) la paraplegin dans SPG 7 dont les mutations
ont également été associées a des formes d'opipifigie externe et d’atrophie optiqueAS2RI et

al. 1998).

- Déficit primaire de la biosynthese du coenzymE QQUINzII and HRANO 2011) : déficit

décrit plus récemment il a été associé a :
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v' Un tableau des encephalomyopathies, associanéiatale a I'exercice, une épilepsie ainsi
gu'une ataxie

v Une encéphalopathie avec tubulopathie

<

Une rhabdomyolyse avec une atteinte musculairéasol

v Une encéphalopathie avec anomalies des gangliolasbdese

4.2. Déficit des genes mitochondriaux

4.2.1. Généralités

Les premiéres mutations de ’ADNmt ont été décrirsl 988 quand I'équipe de Wallace AM/ACE

et al. 1988) rapportérent une mutation ponctuelle (m.8G#A) dans le génBD4, dans une famille
atteinte d’atrophie optique de Leber. L'équipe asBtKHOLT et al. 1988) a décrit la méme année, une
grande délétion en lien avec un cas de myopathiechondriale. Depuis, la liste des mutations
pathogénes du génome mitochondrial ne cesse dengjat (DMAURO and $HON 2001) , avec plus
de 100 mutations ponctuelles plus au moins frégseticrites a ce jour (figure 23). La pathogénicité
d'au moins une soixantaine de mutations n’'est gludémontrer, pour les autres elles ont été
rapportées dans plusieurs cas mais leur réle ékolusion reste plus débattu. Le tableau 2anexe

4 résume les principales mutations décrites a ae jou

| m-5827>C, m.611G=A, m.§427>C|

m.14710G>A, m.147237>C

m.14484T>C - LHON
m.3251A=G, m,.3255G>A, m.3256C>T,

m324IA>G, m.I243A>T, m.3244G=A,
m.3273T>C, m.3283G>A, m_3102A>G

[
Pm.-ﬁzﬁi’AbG. m.427T2T=C, m.4284G=A,
m.AZ08G>A, m.43024>G, m.4308G>A, ND2
m.4309G=A, m.4315delA

5532G=A
Proa. rr—
m.5628T>C, m.5636T>C

m. 745864

m.8342G=A, m E344G=A
m.B355T>C, m.BI6IG=A

m.5814T>C

m.E993T>GIC - Retinitis
Pigmentosa (NARP phenotype)

Figure 23 : carte génétiques des principales nwrstnitochondriales
décrites (source mitomgap

Les mutations du génome mitochondrial (grands aégements ou mutations ponctuelles) expliquent

a elles seules environ 10 a 20 % des cas de chiepahitochondriales (BRIN et al.2001). Elles sont
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impliguées , aussi bien dans des associations ayngues bien identifiées (Atrophie optiques de
Leber, MELAS, MERRF, Leigh, NARP, Kearns-SayreaBson...) que dans des atteintes isoEes.
réalité, parmi cette longue liste de mutationstaiees sont beaucoup plus fréquentes dites rétesren
dans des génes qui codent pour des protéines ohRINS. Elles constituent de véritables « hot
spots » mutationnels et sont souvent recherchépseemére intention : la mutation m.3243A>G dans
'ARNtleu (UUR) dans les tableaux de MELAS ou delmBte-surdité a hérédité maternelle, la
mutation m.8344A>G dans I'’ARNt leu pour le syndrode MERRF, les mutations dans les genes
codants pour des protéines du complexe | m.11778@MA-ND4), m.3460A>G KT-NDJ),
m.14484TT>C MT-ND6) dans I'atrophie optique de Leber, et la mutatn®8393T>G (ATPase6)
dans le syndrome NARP.

Les cytopathies mitochondriales liées a des mutatitans des ARNt sont souvent associées a une
prolifération mitochondriale compensatrice, se rfemtant sous forme d’'une accumulation importante
des fibres rouges déchiquetées (RRF), avec un mgegen histoenzymologie positif pour la succinate
déshydrogénase (complexe Il) mais faible voir tiegaur la cytochrome ¢ oxydase (COX). Ceci est
probablement expliqué par I'origine uniquement éack du complexe I, contrairement a la COX. La
seule exception est le syndrome de MELAS par manati.3243G>A ou le marquage COX est positif
(c’est le paradoxe du MELAS) qui pourrait étre dindeffet seuil élevé de la mutation dans le myscle
le taux de la mutation ne suffirait donc pas padmiuer I'activité COX musculaire (FRUZZELLA et

al. 1994).

4.2.2. L'Hérédité mitochondriale

Comme expliqué précédemment, seul I’'ADN mitochasdilie 'ovocyte (maternel) est transmis a la
descendance. Les mitochondries d’origine paternstlet détruites dés les premiers stades du
développement embryonnaire. Ceci impliqgue que selele méres peuvent transmettre les mutations

du génome mitochondrial a leurs enfants, c’esr&tdié mitochondriale ou cytoplasmique.

4.2.3. La notion d’hétéro/homoplasmie

La notion d’hétéroplasmie/homoplasmie est une Qaetrité propre au génome mitochondrial lié au
fait que 'ADNmt est présent en de nombreuses comlans une méme cellule. On parlera
d’homoplasmie si un seul type de molécule d’ADN(mtté ou non) est présent, dans ce cas-la une
seule population d’ADN mt est représentée, et seerent si les deux populations moléculaires
(sauvage et muté) coexistent, on parlera d’hétasopie. Au cours des divisions mitotiques, les
mitochondries ont tendance a se répartir au hatamd les cellules filles (ségrégation mitotique), e
fonction de la répartition on aura pour un mémevidd des taux d’hétéroplasmie variables dans les
différents tissus (DWLING 2014).
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4.2.4. Physiopathologie et théorie du goulot d’étragylement mitochondrial

La physiopathologie des cytopathies mitochondrigiesotamment celles liées a des mutations de
’ADNmt est loin d’étre claire. Leur extréme hétgéméité phénotypique n'est pas élucidée non plus.
Néanmoins, un début d’explication a émergé cesigéiers années grace a des travaux d’'observation
de lignées maternelles mitochondriales, sur plusigénérations chez des mammiféres. Ces travaux
ont montré que la fréquence de certains variantscimndriaux avait tendance a augmenter au fil du
temps aux dépends d'autres variants. Ainsi, etapatogie avec la dérive génétique de populations
d’individus, ceci aboutirait & la fixation d'uneesl deux populations moléculaires par un effet
fondateur. Cette théorie, appelée «la théorie dulog d'étranglement mitochondrial », pourrait
expliguer en moins en partie I'hétérogénéité daspathies mitochondriales. En effet, a I'échelle de
I'organisme il pourrait y avoir une dérive localend une région tissulaire ou un organe, qui fixenai
hasard I'espéce moléculaire mutée ou sauvage. €héssuw exprimerait ou pas le déficit en fonction
du taux de mutations présentes. A cela se rajowtereffet seuil & partir duquel le déficit de lzame
respiratoire parlerait, un seuil qui serait vamalselon les tissus (@LING 2014).11 semble de
surcroit, que ce phénoméne de « goulot d’étrangiemee produise aussi pendant 'ovogenese ou
seule une petite quantité d’ADNmt maternel passe dies ovocytes primaires. Ainsi, au moment de
la transmission, seulement quelques molécules nedkes d’ADNmt sont représentées chez le foetus.
Ceci pourrait étre a l'origine de la variabilité sdeaux d’hétéroplasmie transmis qui dépend de
I'échantillonnage mitochondrial de départ et laafign d’'une espéce moléculaire aux dépens d'une

autre.

4.2.5. Les syndromes associés a des délétions duogée mitochondrial

Le génome mitochondrial peut étre le siege fréquntgrands réarrangements et notamment de
grandes délétions médiées par des régions rép&éasombreuses délétions uniques récurrentes ont
été rapportées au sein du génome mitochondriafs lailles varient de 1 a 10Kb voire plus.
Contrairement aux délétions multiples celle-ci sattidentelles et se produisent le plus coudent
nova Les récurrences dans les fratries sont excemim®) et les meres atteintes transmettent

rarement les délétions (1/24), en cela le conggittique peut étre rassurant.

Les délétions semblent se produire de maniére extEtle dans les ovocytes ou dans les cellules
embryonnaires puis se répartissent aléatoiremens dizs différents tissus et organes. Certaines
équipesont montré que des délétions sont présentes natmeit dans 0,1% des molécules d’ADNmt
des cellules germinales HEN et al. 1995), ainsi comme une minorité seulement essinises, les

risques pour qu’une molécule délétée passe dambiyon sont faibles.

55



L’expression clinique va dépendre de la répartities molécules délétées pendant le développement
embryonnaire. Si les molécules délétées sont pessetans les trois feuillets embryonnaires (ecto,
meéso et endoderme), le déficit concernera toustylpss de tissus : neurologique, musculaire et
viscéral et sera plutdt a I'origine d'un syndrome HKearns-Sayre. Si en revanche, la délétion
prédomine dans les tissus hématopoiétiques, aeasEorigine d’un syndrome de Pearson et de la
méme fagon si le déficit concerne le tissu muspellde maniére plus isolée, celui-ci sera plutot
responsable d’'un phénotype d’ophtalmoplégie extprogressive. Ces trois syndromes font en réalité
partie d'un continuum phénotypique avec parfoisatésintes chevauchantes. Il ne semble pas y avoir
de corrélations entre la taille de la délétionetdression clinique, seule la répartition tissaile la

délétion influence le phénotype.

Il est important de noter également que ces méntgsntas peuvent étre causées par des
insertions/duplications du génome mitochondrialgprit beaucoup plus rares mais sont transmissibles

d’'une génération a une autred(R_.TON et al. 1989).

4.2.5.1. Les syndrome Kearns-Sayre (KSS)

Décrit pour la premiere fois en 1965HKRNS 1965), il se définit par une triade clinique :imée
pigmentaire, d’ophtalmoplégie externe progresstwgnedébut avant 20 ans a laquelle se rajoute un de
ces criteres :1) troubles de la conduction caraia@l ataxie cérébelleuse ou 3) hyperprotéinorachie
(>100 mg/dL). Il peut s’y associer également ummnetde croissance staturopondéral avec ou sans
déficit en hormone de croissance, un diabéte, ypegarathyrohidie, une surdité neurosensorielle, un
déficit cognitif de sévérité variable ou parfoigjeuévolution chez les adultes vers une démence
précoce. L'atteinte du systeme nerveux central darsyndrome de KSS se caractérise de maniere
inexpliquée par la rareté des manifestations émijees et des pseudo-AVC, contrairement aux autres
encéphalopathies mitochondriales. Sur le plan médé&e, plus de 150 délétions différentes ont été
rapportées dans le syndrome de KSS. Une délétibrpaticulierement fréquence de 4977 pb
(m.8470_13446del4977) RDKE et al.2012).

4.2.5.2. Le syndrome de Pearson

Décrit pour la premiéere fois par Pearson en 19FAKBON et al. 1979), il se caractérise par une

anémie sidéroblastique réfractaire, une vacuotisadies précurseurs de la moelle et une insuffisance
pancréatique externe. Les manifestations hématplegi débutent dans la premiére enfance, plus
exceptionnellement & la période néonatale. Ellescaactérisent par une anémie macrocytaire
sidéroblastique associée parfois a une neutroméng une thrombopénie. L'aspect du myélogramme
est évocateur avec la présence de vacuoles dapsogéniteurs granuleux et érythroblastiques. La

coloration de Perls révele la présence de sid&tdaen couronne. S’y associent une insuffisance
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pancréatique externe par fibrose avec malabsorptiaiiarrhée, et une hyperlactatémie intermittente.
D'autres atteintes d’organe sont également possibtdamment rénale avec une tubulopathie et une
amino-acidurie et hépatique avec une hépatomégalecytolyse et une cholestase. Plus rarement, il
peut exister une atteinte cardiaque ou neuromuseuten général, les enfants décedent dans les troi
premiéres années de vies et ceux qui surviventiémblvec un phénotype semblable au syndrome de
Kearns-Sayre, les manifestations hématologiquesesdent d'elles-mémes, alors qu'apparaissent ou

se majorent les symptémes neurologiques et myapsdhi

4.2.5.3. Ophtalmoplégie externe progressive (PEMrogressive external ophtalmoplegia)

Il s’agit d’'une myopathie mitochondriale, touchatd maniere sélective les muscles oculaires. La
paralysie est habituellement bilatérale, gradueadignprogressive d'un ou plusieurs muscles extra-
oculaires. Elle commence par une diplopie et ursiptpuis évolue au stade terminal vers une
paralysie compléete des yeux, voire une mydriagadbdis une atrophie du nerf optiqgue. Dans certains
cas latteinte musculaire est plus généralisée awec faiblesse proximale des membres appelée
« PEO plus ». Il peut également exister tout urctspgohénotypique entre les deux atteintes KSS et
PEO plus au moins variables. Il faut rappeler gee déficits nucléaires sont également a I'origiee d

PEO avec notamment des mutations dans le B&h&€51, autosomiques dominantes ou récessives.

4.2.6. Les principaux syndromes liées a des mutatisn ponctuelles du génome
mitochondrial

Les mutations ponctuelles de 'ADNmt (syndromes M. MERRF, NARP et l'atrophie optique de
Leber) sont presque toujours a I'état hétéroplasenggl’exception de I'atrophie optique de Lebentso
transmises selon un mode maternel et dans la graapeité des cas sont retrouvées chez les meres et

certains apparentés maternels des patients

4.2.6.1. Le syndrome MELAS

Le syndrome MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathgctic Acidosis, and Stroke-like episodes)
est une maladie multisystémique débutant habitmelte dans I'enfance ARLAKIS et al. 1984). Le
développement psychomoteur est initialement nomb il existe souvent un retard de croissance.
Les symptdomes débutent souvent entre 2 et 10 andegacrises généralisées tonico-cloniques, des
céphalées récurrentes, une anorexie et des vongasemeguliers. L'intolérance a 'exercice ou la
faiblesse musculaire des ceintures peuvent égateftem le symptéme initial. La succession de

pseudo-AVC débutant souvent dés I'adolescence em Iddulte jeune et récupérant partiellement est
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responsable d'une altération progressive des da&gaonotrices, visuelles et cognitives. L'IRM
cérébrale montre un hypersignal T2 non systématis@ territoire vasculaire (touchant typiquement
les régions occipitales). Des calcifications desON& la TDM peuvent étre présentes. Un déficit
auditif de perception est habituel. Les autres featdtions incluent un diabéte sucré, une
cardiomyopathie, des anomalies de conduction cgudiaune rétinopathie pigmentaire, une ataxie
cérébelleuse (EHATTAB et al.2015).

Sur le plan biologique, le lactate est souventé&ltans le sang et le LCR notamment aprés un egercic
physique. Les protéines dans le LCR sont souvepérgures a 1 g/L.. L'analyse de la chaine
respiratoire montre habituellement des déficitdiglarde plusieurs complexes, en particulier | et/o

IV mais elle peut également étre normale.

Sur le plan moléculaire, la mutation récurrente23A>G MT-TL2)est identifiée dans 80% des cas,

MT-ND5est le 2™ géne mitochondrial impliqué dans le syndrome MELAS

4.2.6.2. Le syndrome MERRF

Le syndrome MERRF (myoclonic epilepsy with ragged fibers) (DMAURO and HRANO 1993) est

di dans plus de 80% des cas a la mutation m.8344d&G le gendMT-TK C’est une atteinte
multisystémique débutant dans I'enfance par desclogp@s et se manifestant par la suite par une
épilepsie généralisée, une ataxie, une faiblesscutaire et une démence. Les autres symptomes
fréquemment retrouvés comprennent un déficit uditi retard statural, une atrophie optique, et une
intolérance a I'exercice. Une cardiomyopathie ages troubles de la conduction (Wolff-Parkinson-
White), une rétinopathie pigmentaire, une paralgiie oculomoteurs, et une lipomatose touchent la

région cervicale sont également présents dans meib% des cas.

4.2.6.3. Les syndromes de Leigh et NARP

Ces deux syndromes sont probablement I'expressinoigue d’'un méme spectre phénotypique avec
des degrés de sévérité variable. Le syndrome dghlétant vraisemblablement la présentation la plus
sévére du syndrome NARP ARELLI et al. 2002). En effet, ces deux syndromes sont causpiside
souvent par une mutation récurrente du geifeATPG la m.8993T>G qui doit étre recherchée en
priorité, la substitution m.8993T>C a égalementrafportée (BAKRAPANI et al.1998). Il semble y
avoir une corrélation entre le taux d’hétéroplasetia sévérité clinque. Ainsi la mutation retroeng
I'état homoplasmique est a I'origine du syndrome_dmgh, alors que des faibles taux d’heteroplasmie

sont plut6t responsables d’'un syndrome NARP.
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Sur le plan clinique, le syndrome NARP (neurogem@@kness with ataxia and retinitis pigmentosa)

est caractérisé par une ataxie cérébelleuse dtaldsdes des apprentissages débutant dans I'enfance
une neuropathie périphérique sensitivo-motricepguit débuter plus tardivement a I'age adulte, une
ataxie et une atteinte rétinienne variable, alidon aspect poivre et sel a la maculopathie. Des
anomalies des noyaux gris centraux, de I'électimygtamme et une atrophie optique peuvent aussi
étre mises en évidence. Une atrophie cérébralérébelleuse peut étre observée a I'IRM cérébrale.
Les autres symptdmes pouvant étre retrouvés sorgtard statural, un déficit auditif de perception,

une ophtalmoplégie externe progressive et deslesule la conduction cardiaque.

Le syndrome de Leigh est caractérisé par un dée€limologique plus précoce et sévére sur les plans
moteur et cognitif de maniere progressive au caliépisodes d’encéphalomyélopathie subaigué
nécrosante, débutant classiqguement dans Tésndis de vie au cours d’une infection virale. Les
épisodes de décompensation s’accompagnent d'uvatiélé du lactate sanguin et/ou du LCR et des
anomalies des NGC a type de lésions nécrotiquetfosales. Les manifestations associent retard
psychomoteur voire régression, hypotonie, spaéticitouvements anormaux dont la chorée, ataxie
cérébelleuse et neuropathie périphérique. Une aagdipathie hypertrophique est souvent retrouvée.
Le déces est souvent précoce dans les 3 premiarges de vie. Une atteinte moins sévere est
néanmoins constatée dans 25% des cas. La plugapatients ont un déficit du complexe | ou IV de
la chaine respiratoire. La CAA plasmatique et laGCArinaires peuvent montrer une élévation
d’alanine et une lactacidurie secondaires. Une tiyqudlinémie peut étre identifiée selon le type de

mutation. Enfin, la spectro-IRM peut étre utile poanfirmer une élévation du lactate.

4.2.6.4. La neuropathie optique héréditaire de Lels§LHON)

La LHON est caractérisée par une perte rapide ret dauleur de la vision centrale qui débute en
général chez I'adulte jeune, I'age moyen de sueveatsituant entre 18 et 35 ans. C’est une madadie
expressivité variable et pénétrance incompléte cffe préférentiellement les hommes. Les
manifestations cliniques comportent classiguemené yhase aigué de baisse de la vision
généralement sévere (moins de 1/10), brutale etesbwnilatérale se bilatéralisant dans un second
temps. La vision centrale est généralement profmedé altérée avec un scotome centrocaecal et une
préservation plus ou moins importante de la périphgdu champ visuel. La vision des couleurs est
également trés perturbée. Apreés six mois d'évabjtia phase chronique se caractérise par la
dégénérescence des fibres ganglionnaires et atrophi@ optique globale non spécifique. Dans de
plus rares cas, I'atrophie optique s'accompagnealatteinte du SNC avec une encéphalopathie, des
troubles moteurs tels qu'une dystonie ou une ataxi@es formes complexes sont appelées « Leber

plus » . L’atrophie optique de Leber est due ardetations de ’TADNmt au niveau de genes codant
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pour les sous-unités du complexe I. Les trois riartatles plus fréquentes affectent les sites m8.177
m.3460 et m.14484 dans les geMeB-ND4, MT-ND1 et MT-ND@espectivement. Dans la plupart des
cas, les mutations sont a I'’état homoplasmique opagdques cas d’hétéroplasmie ont également été
retrouvés (MN et al. 2003). Le taux d’hétéroplasmie semble influenéexpression de la maladie
puisque certaines études rapportent que le risqtteidte visuelle est réduit chez les patientaya

taux correspondant & moins de 60% d’ADNmt mutés darsang (8INNERY et al. 2001). Il existe
également une corrélation génotype-phénotype, ltion m.11778G>A donnant généralement le
phénotype le plus sévere alors que la mutation 4844>C est associée au meilleur pronostic, la
mutation m.3460G>A donne un phénotype intermédia@emme cité précédemment, I'atrophie

optique de Leber peut aussi étre causée par degiomst dans le géne nucléa®Al

4.2.6.5. Mutations de '’ADNmt et surdité

Les mutations de 'ADNmt peuvent étre a 'origine surdités génétiques isolées ou syndromiques et
représentent 1% des surdités génétiques isolées.nidations qui en sont responsables sont
essentiellement situées sur le géne de I'ARNr H28t deux fréquentes : m.1555A>CGREZANT et

al. 1993) et m.1494C>T. Ces deux mutations sont igiiee de cas familiaux, ou plus rarement
sporadiques de surdité isolée cochléaire ou retchiéaire sans atteinte vestibulaire. La sévérité
phénotypique peut étre trés variable méme au ssmumbres d’une méme famille, pouvant aller
d'une surdité profonde et précoce a une simpleigpédition a I'ototoxicité des aminosides. Les
aminosides sont une classe d’antibiotiques qupont cible thérapeutique 'ARNr 30S des bactéries,
ainsi les mutations de 'ARNr des mitochondriessamdant des bactéries par endosymbiose, créent
des sites de sensibilité a I'action des aminosededésorganisent la transcription mitochondriake. L
toxicité prédominante au niveau de l'oreille ineepeut étre expliquée par le fait que cet antitpici
s’accumule préférentiellement dans la peri et I@yishphe (HENLEY and SHACHT 1988), aboutissant

a la destruction irréversible des cellules cilideda cochlée par apoptose, la toxicité sembleqatre

étre réversible au niveau vestibulaire UG 2011) (figure 24). Les surdités syndromiques
mitochondriales sont majoritairement représentéas fassociation diabete-surdité d’hérédité
maternelle. Le plus souvent due a la mutation n8&24, variant allélique du syndrome MELAS.
Une autre mutation particuliere, la m.7445A>G (RE&t) est a I'origine de I'association surdité et
hyperkératose palmoplantaire, diagnostic difféentles mutations hétérozygotes du gene de la

connexine 26 oGJB2.
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Figure 24 : schématisation des voies impliquées tatoxicité mitochondriale
des aminosides (@GN 2011)

4.2.6.6. Mitochondries et diabéte

Dans la plus part des cas le diabéte mitochondsalsyndromique avec notamment I'association
diabéte-surdité liee a la mutation m.3243G>A. Néaing) de plus en plus de mutations causales de

diabéte plus au moins tardif et plus ou moins isolét rapportées (let al.2014).

Les mécanismes physiopathologiques du diabétegihierimitochondriale ne sont pas completement
expliqués. Plusieurs études ont cependant objeatieéinsuffisance d’excrétion de I'insuline par les
cellulesp du pancréas, associée aux mutations mitochonslriakss canaux K+ responsable de la
sécrétion pancréatique d'insuline sont stimulés Paugmentation des rapports ATP/ADP
cytoplasmiques, or le déficit mitochondrial pouri@nduire & une diminution de production d'ATP a
I'origine d’'une baisse des rapports ATP/ADP et imigbition de ces canaux (figure 25).
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Possible Metabolic Basis of Diabetes Mellitus

http://www.mitomap.org/MITOMAP/DiabetesMitoMetab.pdf
Copyright 2002 @ Mitomap.org

Glucose

ATP i ati
*Glucose — [ II[ADP]—> Ka7p channel depolarization —
VDCa** channel opened —> insulin released

Figure 25 : schématisation des voies impliquées damliabéte d’origine

mitochondrial (source_: Mitomap)

5. Stratégies diagnostiques des cytopathies mitoaidriales

Devant cette grande hétérogénéité, la démarchenalitigue des cytopathies mitochondriales est
complexe (cf.Annexe 5, elle se base sur la présence de faisceaux diemgis cliniques et
paracliniques : radiologiques, métaboliques, higfigues et enzymologiques. En dehors de quelques
présentations spécifiques (ex: Leber, Pearsoajiefitation du diagnostic moléculaire n’est pas
simple. Ce dernier repose classiquement sur l'étdde’ADNmt & la recherche de grands
réarrangements, de déplétion et de quelques nmgaponctuelles fréquentes. L'étude des genes
nucléaires arrive le plus souvent en deuxieéme fitienelle peut étre orientée en fonction du ou des
complexes déficitaires et de I'existence ou nongabilité de 'ADNmt. En effet, a cause de nombre
important de genes nucléaires impliqués et I'abseleccorrélation génotype/phénotype, les méthodes
classiques de criblage mutationnel ne permettemitdfexplorer la totalité des locus responsables de
cytopathies mitochondriales. Le recours a des ndéthacomplémentaires complexes comme la
complémentation fonctionnelle, le BN-Page et I'étui# liaison génétique demeurent nécessaire dans

beaucoup de cas.

6. Prise en charge et traitement des maladies mitiegndriales

Il n'y a actuellement pas de thérapie des malagigschondriales, et tous les essais thérapeutisgies
sont réveélés plutbt décevants. A I'exception deficil® primaires en coenzyme Q10 (CoQ) qui

répondent bien a la substitution en CoQ, quane-celest débutée précocement et a fortes doses, les
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traitements spécifiques curatifs sont inexistatltsrK 2013). Il faut néanmoins souligner que le
traitement par L-arginine dans les pseudo-AVC &ésMELAS semble apporter une amélioration
clinique. Une administration intra-veineuse a laageh aiglie puis orale au long court semble,
normaliser les taux plasmatiques de L-arginineiratrdier de maniere significative la fréquence et la
gravité des « pseudo-strokes » par améliorationfalesions endothéliales (GA et al. 2010). Par
ailleurs, le régime cétogene a été recommandé Bemngléficits en complexe | associés a une
hyperlactacidémie, et ce dans I'hypothése qu’uroegpmportant en glucose ne peut étre utilisé dtu fa
du bloc enzymatique immédiatement en aval. Mais wagpas du tout fait la preuve de son efficacité
et doit étre discuté. Par ailleurs, ni les straggile substitutions enzymatiques ou les greffes

allogéniques de tissus souches n’ont montré dagffié

Le reste de la conduite thérapeutigue consisteuBntraitement symptomatique avec une
supplémentation vitaminique et en co-facteurs tglse l'acide foliqgue dans les atteintes
hématologiques. Certaines équipes ont testé deplésogntations en molécules telles que la
riboflavine ou le succinate sans réel effet. Aulsicorrection des déséquilibres métaboliques, en
acides aminés ou des lactates est importantetdishtion de certains médicaments doit étre prtelen
Certaines molécules doivent étre contre-indiquéesnte le Valproate de sodium, I'aspirine, les anti-
inflammatoires non stéroidiens et les tétracyclip@isagissent sur |a-oxydation des acides gras ou
par la séquestration du coenzyme A. L'utilisatices canesthésiants doit également étre prudente.
Enfin, les risques liés aux vaccinations ont égal@mété discutés, notamment dans les formes
neurologiques. Les vaccins pourraient, en effepriger la survenue de poussées dans le syndrome de
Leigh.

Le conseil génétique et le diagnostic anté-natal

La place du conseil génétique et du diagnosticnptét reste prépondérante dans la prise en charge
des cytopathies mitochondriales. La transmissiofad®aladie peut étre maternelle dans les cas de
mutations de I'ADNmt, ou autosomique récessivells pouvent, mais aussi dominante et liée a I'X
dans les cas ou le génome nucléaire est impligaédssibilité d’un diagnostic prénatal se présente
uniquement pour des familles dans lesquelles Igndistic de cytopathie mitochondriale a été
formellement établi chez le cas index, soit paremés évidence d'un déficit enzymatique soit par
identification de la mutation en cause. La mese®attivités de la chaine respiratoire est possible

les villosités choriales entre 9 & 11 SA et surdesiocytes en culture & 16 SA, celles-ci ne sont
cependant pas toujours d'interprétation facile. fh&s, ces analyses ne sont faisables que dans la
mesure ou les fibroblastes du cas indexe expriheethéficit, ce qui est loin d'étre toujours le dds.
résultat positif révéle une récidive de la maladie.revanche, un résultat normal n’exclut en aucun
cas la possibilité d'une expression ultérieure éficd au cours de la grossesse ou méme en période
postnatale. En effet, le mode d'expression des gé&le la chaine respiratoire et la demande

énergétique au cours du développement foetal smure inconnus. Un résultat normal ne peut étre
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complétement rassurant et demande impérativemeoodninble ultérieur sur amniocytes. Concernant
les anomalies de 'ADNmt, les remaniements de geaaille sont le plus souvent sporadiques. Le
conseil génétique peut donc éaepriori rassurant, surtout si la meére n'a pas de remantedeen
I'ADNmt. Il est cependant possible, dans le bueessllement de rassurer la famille, de rechercker
remaniement dans les villosités choriales du priocteeetus. En effet, comme exposé précédemment,
les cas de transmissions maternelles de délétienSADNmMt sont extrémement rares (1/24). Les
mutations ponctuelles de TADNmt, transmises selormode maternel et dans la grande majorité des
cas retrouvées chez les méres, sont presque tewdld@tat hétéroplasmique. Il est ainsi toujotgs t
difficile de se prononcer dans ce type de DPN. fiat,da proportion de molécules d'/ADNmt mutées
dans les villosités choriales ne permet pas d'estsa proportion dans d'autres tissus feetaux,mi so
évolution au cours du développement embryonnaaerésence de moins de 20% ou plus de 80% de
molécules mutées chez le feetus est respectiverselnbm et de mauvais pronostic. En revanche, des
résultats intermédiaires sont extrémement difficddnterpréter.

Ce n'est que dans les cas ou une mutation d'un mgeiéaire a été identifiée qu'il est possible de
proposer un DPN moléculaire fiable, qui ne repaa® ymiquement sur l'investigation enzymologique
mal connue chez le foetus, et qui n'est pas soartiscertitude de I'hétéroplasmie comme c'esake ¢

pour les mutations de 'ADNmt.

7. Techniques d’études moléculaires du génome mitoandrial

L'étude de I'ADN mitochondrial se faisait jusqu’ présent par les techniques de biologies
moléculaires classiques, a la recherche de musagomctuelles et de grands réarrangements. La
recherche de grandes délétions et de duplicatiehséalisée grace a une amplification par PCR
longues du génome mitochondrial, suivies par urgration lente sur gel d’Agarose et révélées aux
UV. Ces anomalies sont également recherchées glami¢gies de Southern Blot, qui est notamment
plus efficace pour objectiver les duplications. gaantification de I'’ADNmt a la recherche de
déplétion se fait quant a elle par PCR quantitatiuefin, la recherche de mutations ponctuelles est
plus difficile et habituellement seul le screendegs mutations récurrentes, fréquentes est réblise.
des méthodes les plus utilisées reste la PCR awetes des polymorphismes de longueur des
fragments de restriction (Restriction Fragment lengPolymorphism) au niveau de sites des

mutations.

Lorsque les principales mutations ont été élingnéee analyse plus compléte de ’ADNmt peut étre
réalisée mais le séquencage systématique de taggnleme mitochondrial (16.5Kb) par méthode

Sanger reste fastidieux. Cette méthode est ausstéd dans la détection des mutations
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hétéroplasmiques faibles, d’ou I'émergence, cesddixieres années de techniques spécifiques plus

adaptées a I'étude du génome mitochondrial ’ADNmt

- La méthode Surveyor ®(Transgenomic) : consiste ranpremiere étape d’amplification par
plusieurs PCRs chevauchantes de tout le génomehuoitdrial. Les fragments obtenus sont
ensuite dénaturés puis renaturés, permettant faatan d’hétéroduplexes qui sont ensuite
détectés grace a une digestion enzymatique paenchenucléase spécifique. Cette enzyme a
la particularité de cliver spécifiguement au nivedes sites de mesapariement et donc
d’objectiver I'existence de variants hétéroplasre®(BANNWARTH et al. 2005).

- L’analyse par puce de re-séquencgage Affymetrix®n@hip Mitochondrial Resequencing
2.0 Array) (MAITRA et al. 2004): il s'agit d'une puce a ADN contenant desdss
oligonucléotidiques (25pb) spécifigues du génomeéochiondrial et plus exactement des
régions codantes. Ainsi, pour chaque position ricligue 4 sondes avec les quatre versions
de base possibles existent (A, T, G ou C), permiettprés hybridation, de renseigner sur la
nature de la base pour toutes les positions dédaemce et d’'identifier ainsi les variants
homoplasmiques. La détection des variants hétampdpes étaient théoriguement possible
mais moins efficace.

Au total, I'étude complete de TADNmt jusqu'a eBement était fastidieuse, longue et colteuse, et
n'était pas toujours réalisée en routine diagnastid.es nouvelles techniques de séquencage dites a
haut débit, générant une grande quantité de ségs@m un temps court, peuvent apporter une grande
aide dans le diagnostic des cytopathies mitochaled:i qu'elles soient liées a des mutations de
I’ADN mitochondrial ou nucléaire. Cette technologénd possible pour chaque patient, le séquencage
rapide d’un grand nombre de locus impliqués dassnbaladies mitochondriales (panel de génes
ciblés) mais aussi de séquencer la totalité durgémaitochondrial. De plus la génération de plusieur
lectures pour chaque position nucléotidiqgue (oufgmdeur) est particulierement adaptée pour la

détection des variations hétéroplasmiques.

llI- Les techniques de séquencage de nouvelle
génération

Pendant longtemps la méthode Sanger fut la tecaniguréférence de séquencage d’ADN, elle a
d'ailleurs permis le séquengage du génome humai068. Cette technique décrite dans la seconde
moitié des années 70 repose sur la synthése engymapar complémentarité de bases, a partir d’'un
brin d’ADN grace a une polyméraseA(&ER et al. 1977). Cette élongation est interrompue de

maniere aléatoire par l'incorporation de di-désioagmecléotide (ddNTP) fluorescents (a la place de
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dNTP). Ainsi, a partir d'un produit d’amplificatipon obtient des fragments dont la taille varieng’u
base pouvant étre séparés par électrophoreseagapét la fluorescence détectée a chaque position
permet d’identifier la nature du nucléotide. Ce#tehnique reste, néanmoins longue et colteuse, elle
nécessite I'exploration des fragments d’ADN un par pour chaque patient et avec une taille de
séquencgage limitée par la longueur des capill@jtesie dépasse en général pas les 800 nucléotides

par fragment.

La mise au point d’un nouveau procédé de séquengagemorcé un retournement de tendance
permettant un gain considérable en terme de code éemps. C’est le séquengage de nouvelle ou
deuxiéme génération dont le principe est un séggenmassif en parallele avec la lecture de millions
de petits fragments en méme temps. Il s'agit diméthode qui se base sur le suivi en temps réel de
l'intégration des nucléotides grace a un procédiiskaturisation des réactions qui se fait sur paice
ADN ou (micro-array). Les premiéres techniquesébpencage massif en paralléle sont apparues vers
la fin des années 1990, elles reposaient sur lhadétde pyroséquencageoffiRGHI et al. 1996).
Depuis, plusieurs technologies ont émergé et necoesle progresser, elles restent cependant toutes
assez proches dans leur fonctionnement et leurdtatss (Quail et al. 2012). Elles se basent
globalement sur trois étapes : la préparation dibrairie, le séquencage en lui-méme et I'analyse

données générees.

1. Les étapes de la techniques de NGS

1.1. La préeparation de la librairie :

Le but de cette étape est d’obtenir des fragmdattifies représentant la région cible a séquenaeer
taille médiane des fragments est variable et d&felon la chimie employée: 100, 200, 300 ou 400

bases.

1.1.1. Les techniques d’enrichissement

Concerne le séquencage de régions ciblées du gqnmmeégion donnée, un exome ou un panel de
genes...), le « whole genome sequencing » s’afframidric de cette étape. Plusieurs stratégies sont

possibles (figure 26):

-L’amplification par PCR :
-PCR longues elles sont suivies par une fragmentation paggtign enzymatique ou par sonication.

-Techniques de PCR multiplexeeties permettent d’amplifier simultanément un gramombre de

petits fragments d’'intéréMultiplicom, AmpliSeqLife Technologies)TruSeq Amplicondllumina).
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-La PCR par technigue microfluidigue (PCR en migonites). elle permet la réalisation
concomitante d’'un trés grand nombre de PCR sim(glars des micro-gouttes) en parallele dans un
appareil dédiéRainDanceechnologies®).

- la capture par hybridation

Cette méthode consiste en une premiere étape gladrdation de 'ADN séquencer par sonication
ou digestion, puis la capture des fragments détsépar des sondes d’oligonucléotides ADN ou
ARN simple brin spécifiques.

- I"'enrichissement par circularisationou hybridation a haute spécificitéldloPlex® de
Agilent): Il s’agit d'une méthode particuliere castant a digérer 'ADN génomique par plusieurs
enzymes de restriction a extrémités cohésives lmider des sondes biotinylées double brin dont le
centre d’environ 30pb est commun a toutes les somdeles extrémités d’environ 20pb sont
spécifiques des extrémités des régions cibléesianmt la circularisation du fragment. Les ADN
non circularisés sont éliminés a l'aide de strepiae fixée sur des billes magnétiques puis de
multiples PCR sont effectuées.

SureSelect h)
Target Enrichment System wd C —
Caplire Pracess Primer 55 Genomic DNA W TN
library template mix
000 20000 | eesm . Ans MV
“m&c@g&c d -‘\ i — Off-chip o
ENMCLUPIPIORD) el AR HOTWTRS A e - S
. ) o @
' 1 @ Q
[
1
pres— ; v i
/- 0 1 f \ \
0 \"-*n-) p— |
f YN |
. O J
NN NN, : ) —
S - —
A C

Figure 26 : schématisation des étapes des priesip@chniques d’enrichissement : dans le
séquencage ciblé a) capture (SureSelect®) b) Raird®c) HaolPlex ®ou capture par
circularisations

1.1.2. Le marquage des fragments par ligation detsaptateurs

Afin d’étre reconnus et fixés sur les supports élguencage, les fragments doivent étre identifiés pa
addition de séquences nucléotidiques spécifigueguadques paires de bases (figure 27), appelés
adaptateurs. Les adaptateurs vont d’'une part @ider fixation des molécules sur les supports de

séguencage et d’autre part servir d'amorces urellesspour le séquencage.
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Il est également possible de rajouter a cette &lapeautre séquence nucléotidique appelée index ou
« barcodes » qui identifie les fragments apparte@amn méme échantillon pour permettre d’en

meélanger plusieurs dans un méme « run » de séageng

Shear Genomic DNA or begin with cONA

TCAG CTAAGGTAAC GAT TTAGCAGTCGGC...

l End Repair (Blunt ends) 0 |
T T T T T :

Library Key Barcode Barcode Adapter Read Sequence
Ldd 3 ATail (Fiows 1 -8) (Flows 9 - 22) (Flows 23 - 25) (Flows 25 - end)
all

— .
A — Barcode Template Quality

Rl Barcode Adapter Bases Trimming
. l Ligate Adapters

Enrich/Linearize with PCR

P1 Adapter

Figure 27 : Schématisation de la ligation des
adaptateurs et des « barecodes » avec un exemple de
séquences adaptatrices, ici de Life technologie

Sequencing

1.1.3. Les techniques d’amplification clonale de la librae :

Une fois les régions d’'intérét sélectionnées, unplidication clonale est nécessaire afin d’augmente
la quantité d’ADN et améliorer le recueil du sigpaindant le séquencage. Deux techniques peuvent
étre utilisées en fonction des technologies :

- PCR sur support plar(bridge PCR sur flow cell) :

Les amorces spécifiques sont fixées sur une larhag@® molécule d’ADN va se fixer aux 2

amorces situées sur la lame en formant un pord étre amplifiée de fagcon successive a un endroit

donné de la lame formant un cluster de moléculaBN toutes identiques (Figure 28)

- PCR en émulsion sur billes

Cette technique consiste en I'utilisation de miéemteurs de PCR situés dans des gouttelettes en
émulsion dans lesquelles les molécules d’ADN senfisur les billes (une bille par gouttelette) grac

a des amorces. Les molécules sélectionnées samparées dans les gouttelettes par loi d’action de
masse avec des concentrations en billes et en Alicisées pour qu’une seule molécule d’ADN
soit incorporée dans chaque microréacteur. Ceangitra I'amplification clonale de cette molécule.
(Figure 29)
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Figure 29 : Amplification clonale : PCR en émulsgur billes
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1.2. Lestechniques de séquencage

1.2.1. Les technologies principales

Les principaux appareils et technologies de sépgmdes quinze derniéres années sont résumes

dans les figures 30 et 31)

- le séquencage par synthese
La technique de pyroséquencage (de 454 Life Sci¥Roehe®) a été la premiere a étre
commercialisée dés la fin des années 199N@RHI et al. 1996). La réaction de séquencage fait suite
a une PCR en émulsion, le produit d’amplificatidmnal obtenu est déposé sur une plaque ou chaque
emplacement (puit) ne peut contenir qu'une seuléécute d’ADN amplifiée. La réaction de
ségquencgage par synthese est alors initiée basbagar La lecture de chaque base incorporée est
révélée a l'aide d'une réaction chemo-luminescenti®tectée par une caméra. Des cycles successifs
d’ajout d’'un dNTP puis lavage permettent de comedét séquence d’incorporation dans chaque puit.
L'autre méthode reposant sur le séquencage pahésmtest la technologie lon Torrent®, basée sur
I'utilisation de puces semi-conductrices rempliespdits (lon Torrent semiconductor sequencing) de
Life Technologies (Bsk 2011). Comme la technique précédente, un seul dgpdNTP est ajouté
dans le milieu a chaque cycle dans un ordre biabliépuis lavé (par cycle de 32 nucléotides
TACGTACGTCTGAGCATCGATCGATGTACAGG, mais cette fois-ci le signal détecté n’est pae u
fluorescence mais une variation de pH. En effegngul'incorporation du dNTP est réalisée par la
polymérase, un proton est libéré par la réactiofe ethangement de pH local est mesuré par des

capteurs. La variation de pH est proportionnalil@embre de dNTP incorporés.

-Sequencage par ligation réversib(8OLID = Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detectionde Applied Biosystems/ Life Technologies ®) :

Par cette technique le séquencage se fait égalesuebilles qui sont fixées sur un support sollde.
processus consiste a ajouter par ligase et de reardpétitive, des sondes de 8 bases contenant un
fluorochrome et ou les deux premieres sont bientifiges (toutes les combinaisons AA, AT, AG..
sont utilisées soit*216) suivies de 6 bases dégénérées ou univer§atiesant se fixer sur n‘importe
guelle séquence nucléotidique, comme la deoxyiepsime base G sans son amine). Quatre
fluorochromes sont utilisables pour les 16 typesaledes, ce qui veut dire qu’a chaque fluorescence
va correspondre 4 sondes possibles. Ainsi, ladka#nce détectée pendant le séquencage ne fournit
gu’une information partielle sur la séquence desdmses incorporées. L'astuce consiste a répser |
cycles successifs d’addition des sondes en décalahtaque fois d’une base, grace a des amorces
différentes en taille (d’une seule base). Cela pémar recoupement d’identifier les bases de 'ADN

et qui plus est, de les mesurer chacune deux@oé&ce a cette méthode, il est possible de lireujasq
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un milliard et demi de séquences en paralléle deasggs de long. Le systeme incorporé de correction

d'erreurs associé a l'utilisation de la ligase meette technologie tres fiable.

-Sequencage a l'‘aide de terminateurs reversibl¢ou Dye reversible
d’llumina®/Solexa)
Cette technique a été développée par S.Balasubiamand D.Klenerman co-fondateurs de la
compagnie Solexa (appartement aujourd’hui a lllanau début des années 2000 et a été publiée en
2008 (BENTLEY et al. 2008)
Pour cette méthode, I'amplification de I'échamiliboanalyser ne s'effectue pas en solution mais sur
un support solide. La réaction de séquencage @st i@alisée directement sur le support ou I'ADN a
été amplifié. Elle se déroule position apres posijten ajoutant un mélange contenant les quatre (A,
T, C, G) bases, associée chacune a un fluorophfiéeedt. L'extrémité de ces bases est protégée
pour empécher I'addition de bases supplémentaiobsique cycle d’incorporation. Une lecture laser
permet alors de détecter simultanément toutesdsisigns incorporées. Le clivage des fluorophores
permet ensuite l'incorporation de la base suivdatéecture est effectuée ainsi cycle aprés cycle.
Cette méthode permet l'acquisition en parallelelde de 3 milliards de séquences de 100 bases de
long. Chaque position étant lue I'une apres I'gutee erreurs principales de cette technologie sont

des erreurs de substitution d’'une base par une.autr
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Figure 30 : Les trois principales technologies de séqugmeatuelles : a) par synthése
lon Torrent b) par terminateur réversible d’lllurain) par ligation SOLID
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Figure 31 : Récapitulatif des étapes de la techeida séquencageed plus
gros fournisseurs du marché : les sociébésina etLife Technologieset le
plus ancien Roche

1.2.2. Le séquencage single versus paired—end

La plupart des technologies offrent un séquenc@gendirectionnel, c.a.d. que chaque molécule ou
brin est séquencé une seule fois dans un seul sess,le séquencage « single-end ». Mais il est
également possible de réaliser un séquencage diidiveel, ou chaque molécule est lue deux fois.
Pour un méme point ou « cluster », la moléculeségtiencée dans un sens puis l'autre (forward et
reverse), un peu a l'image de ce qui réalisé emoadét Sanger, c'est le séquencage « paired-end ».
Dans ce cas-la, les deux « reads » générés pounéme molécule sont identifiées par paires, caqui

pour avantage de faciliter et d’améliorer I'aligrearh(figure 32)
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Figure 32: séquencage paired-end

1.2.3. Les différents appareils de séquencage

Les plus gros fournisseurs du marché actuellensemt, les sociétédllumina et Life Technologies
qui n'ont cessé de faire évoluer leur gamme, tantles plan des équipements que sur le plan des
capacités de séquencage. Plusieurs appareilsréxastec des capacités variables (figure 33), léxcho
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de l'appareil et des technologies dépend de I'apptin souhaitée. La technologie Hecheétait la

premiére sur le marché mais elle n'est plus comialésée.
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i d - E
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Figure 33 : récapitulatif des principaux apparetlsechnologies de séquencage

2. Le traitement des données

Le probleme de ces nouvelles techniques est larggioe de quantités importantes de données en peu
de temps qu'il va falloir traiter. Ceci nécessitesdutils et logiciels plus performants, adaptés au
traitements de données a haut débit. Les méthadgaittment bio-informatique des données peuvent

varier d'une technologie a I'autre mais se basktialement sur les mémes principes

74



2.1. Le « base calling »

Tout d’abord, le signal brut original qu’il soitrhinescent ou électrique (variation de pH) est canve
en séquences nucléotidiques c’est I'étape du «dmlbeg ». La succession des nucléotides en chaque

point de la plaque correspond a une lecture oaesre

A cette étape une évaluation de la qualité esteégait réalisée et les séquences vont subir un

prétraitement qui consiste en :

- un filtre : c’est I'élimination des « reads » kewir totalité quand ils sont inutilisables car de

trop petites tailles, de mauvaise qualité ou isiusignaux de billes polyclonales.

- un « trimming » : c’est élimination des séquendes adaptateurs et des « barecodes » ainsi
que la suppression des bases qui ont un scordgjuauffisant .Le « trimming » se fait en
général a partir de la partie 3'terminal de chaguead » car I'efficacité du séquencgage
diminue au fur et a mesure des cycles, a cause= gdotymérase moins opérationnelle et de

I'accumulation des bruits de fonds (figure 34)

Error rate (%)
o
b
> 8 6?53

Figure 34 : Le taux d’erreur de séquencage au argsycles de séquencgage suf
avec la technologie lon Torrent (PGM). Augmentatioportante des erreurs apres
380 cycles. (GLAN and M=DVEDEV 2013)

Apres le « base calling » et I'évaluation qualiés, séquences obtenues sont présentés sous l@ form
de fichier .FASTQ.
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2.2. Les scores qualités et fichier FASTQ

2.2.1. Le fichier .FASTQ

Il utilise en principe 4 lignes par «read » lankgl commence par un caractéere "@" suivi de
l'identifiant du « read » et éventuellement d'uesdiption (lidentifiant du « run » ou de I'app#re
par exemple). La ligne 2 contient la séquence wntidigue brute en lettres (A, T, C, G). La lignes
optionnelle, c’est un vestige historique, elle awence par un caractere "+", parfois suivi par la
répétition de l'identifiant de la séquence. Enfanjigne 4 contient les scores de qualité assakiés
chacune des bases de la séquence de la lignesRlesirignes 2 et 4 et doivent avoir exactement |

méme nombre de symboles (figure 35).

P W N -

@SEQ TID
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT
+

PUUx ((((***+) ) 3%3++) (335%) . 1*¥**—+%1 1)) **55CCF>>>>>>CCCCCCCES

Figure 35 : exemple d’'une séquence au format FASTQ

2.2.2. Les scores de qualité du séquencage :

A chaque base lue, va étre assignée une valewode gualité. En fonction des technologies, il &xis
plusieurs possibilités pour évaluer la qualité dynal, mais toutes se basent sur I'évaluation des

différents criteres métriques du signal obtendesrcomparants a ceux attendus.

Le plus classique est le score Qph(€) (standard Sanger). Ce dernier, adapté aujourdiby
techniques de NGS a été développé a l'origine paler a I'automatisation du séquengage Sanger de
I'ADN, lors du Projet GéEnome Humain. La qualité @saluée sur les différents criteres métriques du

signal pour chaque base en comparaison a ceundatte

Le score Phred est relié de facon logarithmique @robabilité d'erreur d'identification d'une b&se
Q=-10 x log10 P>P=10""° par exemple, si Phred assigne un score de qdali89 & une base, la

probabilité que cette base ait été identifiée iremement est de 1 pour 1000.

A l'origine, les scores étaient codés sous un formeérique, mais ce systéme n’est pas applicable a
format FASTQ car pour chaque base codée par urcaeattére (A, C, G ou T) doit correspondre un
score devant étre lui aussi codé par un caractdgpel L'utilisation de la table d’encodage ASCII
permet de surmonter cette contrainte. Cette tadodient 128 caracteres (le code ASCII), 93(de 33 a
126) sont utilisés c’est la notation Phred+33 ertNGable ASCII erAnnexe 6).
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L’autre variant de score de qualité classiquemeligéutist le score Solexa/lllumina 1.0, utilisarg le
codes ASCII de 59 a 126 (Phred+64). Ce dernierase Bur une équation différente pour calculer la

probabilité derreur.

2.3. L’alignement des « reads » sur le génome ddégéence :

L'alignement des «reads » contre le génome d@ere est indispensable avant I'analyse des
données. Pour cela, plusieurs algorithmes d’aligm¢rexistent, parmi les plus utilisés le Bowtie qui
s'appuie sur la transformée de Burrows-Wheel@eN(EMEAD et al. 2009). Le but de cette opération
est de retrouver la correspondance de chaque dwrea niveau de génome de référence avec le
moins d’erreurs possibles, tout en autorisant Iésappariements et les indels. Ceci, nécessite des
données de bonne qualité avec un nombre limitéalles. Ainsi, si la séquence s’aligne sur plus
d’'une position, elle sera éliminée de I'analyseci ceoncerne notamment les régions de faible
complexité dont les homopolymeéres.

Le fichier obtenu est alors au format SAM (Sequehlignment/Map). A ce stade, il est possible de
calculer des statistiques d’alignement (profondaayenne, couverture...). A partir du fichier SAM,
un fichier BAM est généré (fichier compressé).Xisee également une version indexée dans laquelle
les lectures sont classées par localisation génanfigbam.bai).

Selon le type de méthode d’enrichissement, cexsafitapes doivent étre effectuées pour améliorer la
gualité des séquences. Par exemple, si une captaté utilisée, un logiciel peut étre utilisé pour
éliminer les duplicats de PCR afin d’éviter d’adtme!'impact d’erreurs de séquencage ou d’artéfact
ou l'enrichissement de régions homologues qui nerespondent pas aux cibles initiales
(pseudogéenes). Certains outils permettent aussrédéigner les bases autour des indels afin
d’améliorer leur détection au cours des étapesastés. Une re-calibration des qualités des bases
permet de corriger les biais d’assignement desescde qualité des séquenceurs. En fait, il est
possible, aprés suppression des bases situéegien 8 de recalculer pour chaque « read » leescor
d’alignement, si ce celui-ci est trop bas. Ain&st la séquence du « read » qui s'aligne avecdees

le plus haut est qui est gardée, ce procédé estéaplipping ». On parlera de « hard clipping le
nombre de bases supprimées est constant et impaé e soft clipping » si ce nombre dépend du

score d’alignement obtenu.
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2.4. L'identification des variants ou « variant caling »

Sur les « reads »alignés, la recherche de diveegeaicrapport a la séquence de référence va pouvoir
se faire selon des filtres qui sont déterminéd’egpérimentateur en fonction des objectifs du &iav

Au départ, toutes les variations détectées sonbtéas mais seules les variants qui remplissent les
criteres des parametres choisis sont appelésle’estariant calling ». Les variant sont généi@asss

la forme d’un fichier dits VCF pout « Variant Calleormat »

Les variants peuvent ensuite étre sélectionnésration des hypothéses de travail : localisatiamsda
des genes OMIM, mutations déja référencées danbates de données (dbSNP, Clinvar, HGMD),
sélection selon le mode de transmission supposéuerles données de plusieurs apparentés sont

disponibles.

Traitement des données

Data Pre-processing > Variant Discovery

Raw Reads

Map To Reference |
| Mark Duplicates

Llndel Realignment }
+

[ Base Recalibration l
I

[ RR Compression J

—

|ﬁ Analysis-Ready ]

Reads sse

J

Reads

{ AnalpyieReady | l;

Non-GATK

|r Joint Variant Calling J
S -
]
[ (o ][ e ]
1 1
+ +
f 3]
Filtered i |
\Variants SNPs Indela J

< BROAD

INSTITUTE

Figure 36 : Récapitulatif des traitements de donnése bioinformatiques du

3. Autres applications du NGS :

Tout le procédé décrit plus haut est applicabler pes technique dite re-séquencage de génomes
connues ce qui est utilisé classiqguement pour titdes mutations en routine diagnostique ou dans |
recherche de nouveaux géenes. Néanmoins d'autrdisajgms du NGS sont possibleSUiBRMANS

andDEN DUNNEN 2014):
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- détection des variations chromosomiques de stmigtuainslocations réciproques, inversions,
délétions, duplications) grace a des algorithmedighement différents et des normalisations
des profondeurs de lectures

- RNA-seq : séquencage de transcriptome, de miRNA...

- ChlIP-seq: séquencgage de régions chromosomiquestiséhées sur la base d’interactions
protéiques (étude des sites d’interaction de fastde transcription, des modifications post-
traductionnelles des histones)

- chromosome conformation capture (Hi-C): explomatides régions chromosomiques
interagissant physiquement dans le noyau des egllul

- séquencage de génomes inconnus : assemblage dgraoea la constitution de contigs

L'application désirée va conditionner le choix defdlateforme et de la technologie a utiliser, le
pipeline bio-informatique sera également adapté pbtenir les résultats plus fiables (figure 37ar
exemple, la détection de variations de structuma gacilitée par l'utilisation d’'un séquencage
bidirectionnel (paired-end) ; l'alignement des ARMssagers, des fragments obtenus par Hi-C ou la
détection de transcrits de fusion devront prendreampte le fait que la séquence correspond régions
a plusieurs peut d'épissage (notamment alignemamk+mer, fragment par fragment) ; le séquencage

de nouveaux génomes passe quant a lui par dedlahges d’assemblage de novo.
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Séquencewrsy 26me génération (2013)
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Figure 37 : récapitulatif des principales applicas NGS possibles sur les différents
appareils de séquencage
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Deuxieme section : Matériels et méthodes

Les deux objectifs de ce travail sont: la misepaint des méthodes de séquencage de nouvelle
génération pour I'étude du génome mitochondriallsyplateau technique de biologie moléculaire de
Bordeaux, et la recherche de mutations peu comnuhrezsles patients pour lesquelles une cytopathie

mitochondriale a été évoquée mais avec une recheeh principales mutations négative.

1. Premiere partie : la mise au point de la technique

Le plateau technique de biologie moléculaire aun skiquel se trouve le centre de diagnostic
moléculaire des cytopathies mitochondriales dispodéja d’'un appareil de séquencage de nouvelle
génération. Il s’agit du systeme lon Torrent™ Peas@enome Machine® (PGM), utilisé pour le
ségquencage de génes nucléaires dans la cadre ed’apéithologies d'origine génétique. Cette
technologie comme décrit précédemment, se baskusilisation de puces a semi-conduction avec
détection de variation de pH..Nous avons donc @uotér I'adaptation de cette technologie déja
existante au séquencage du génome mitochondria danbut de mutualisation des appareils et
réactifs inhérente au fonctionnement d’'un platesnique. De plus, cette technologie avait déja été
testée et publiée par d’autres équipes et sentmaitenir au séquencage du génome mitochondrial
(SENECA et al. 2015) (SEo et al. 2015) (PARSON et al. 2013).

1.1. Sélection des échantillons a tester

Les ADN séquencés ont été collectés a partir di#tdlens de patients envoyés dans le centre dans le
cadre d’'une suspicion de cytopathies mitochondrid®ur chacun d’entre eux, une étude du génome

mitochondrial avait été demandée a la recherclgrateds réarrangements et de mutations communes

Les échantillons disponibles étaient soit du samdepé sur tubes EDTA soit du tissu musculaire
congelé prélevé par biopsie. Nous avons sélectideréatients « contrdles positifs » chez lesgsielle
une mutation ou un réarrangement avaient été Igmément identifiés dans le laboratoire par les
techniques conventionnelles. Des PCR longues éh8auBlot pour la recherche de réarrangements,
PCR-RFLP, séquencage Sanger pour les mutationsystles. Le but était d’obtenir une bonne

représentation des différentes anomalies rencentcéssiquement dans le laboratoire : délétions
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simples, duplications, délétions multiples et nioted ponctuelles avec des taux d’hétéroplasmie
variables. Dans le laboratoire, la quantificatienl’tiétéroplasmie est réalisée pour une seule rontat

m. 3243A>G qui a été utilisée pour I'évaluationla@elétection de I'hétéroplasmie par NGS.

La quantification se fait par une technique de R@Bntitative utilisant une amorce marquée, couplée
a une analyse de migration des fragments aprestitigeenzymatique (Haelll) au site de la mutation.

Un ADN témoin du laboratoire a également été @itismme contrble négatif.

1.2. Extraction d’ADN

Nous avons utilisé des techniques d’'extraction dNAGénomique total nucléaire et mitochondrial.
L'’ADN a été purifié partir du sang total prélevé subes EDTA de maniere automatisée sur I'appareil
Tecan Freedom EM® (Promega®), grace a la technologie de résine gtagre. Pour le tissu
musculaire congelé, une extraction manuelle a &bsée en utilisant le kit de purification d’ADN
Wizard® (Promega®). Apres une digestion par I'enzyme @imatse K, une lyse des membranes
cytoplasmiques et nucléaires est réalisée suiviaedprécipitation des protéines. L’ADN génomique

contenu dans le surnageant a ensuite été prégigité a de I'isopropanol puis réhydraté.

Le dosage et le contr6le de qualité de 'ADN extait été évalués par spectrophotométrie au

NanoDrop® (mesure d'absorbance a 260 nm et a 28amies contaminants protéiques).

1.3. Les étapes de la technique de préparation de la librairie et séquencage

Le séquencgage de nouvelle génération se base puntgpe du séquencage massif en paralléle. Le
but est donc d’obtenir des fragments identifiépettes tailles représentant la séquence de larrégi

cible a séquencer. Pour cela plusieurs étapesiéoassaires (énnexe 7pour plus de détails):

- L’enrichissement :
Travaillant a partir d’extraction d’ADN génomiquetal c.a.d. contenant aussi bien de I'ADN
nucléaire que mitochondrial, une étape denrichigse ciblant le génome mitochondrial était

nécessaire.

Nous avons utilisé deux PCRs longues pour amplifieux fois la quasi-totalité du génome
mitochondrial en un seul amplicon, et ce graceeauxcdcouples d’amorces spécifiques de 'ADNmt
(figure 38).
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Le kit de la polymérasdaKaRa(Ozyme®) a été utilisé pour la réalisation des Pddhgues. La
vérification des produits de PCR a été réaliséegelid’Agarose 1% réveélés aux Ultraviolets (UV)

grace a 'incorporation dglidori Green un agent intercalant fluorescent aux UV.

Amplicon 2:
9391F- 9027R

Figure 38

Amplicon 1 de 15774pb446F(ACA
TTATTT TCC CCT CCC ACT CCC
ATA C), 16220 R(TTG ATT GCT GTA
CTT GCT TGT AAG CAT G)

Amplicon 2 de 16204 pb9391F( CAC
GAG AAA GCA CAT ACC AAG),
9027R (GCC TGC AGT AAT GTT AGC
GG)

Amplicon 1:
446F -16220 R

- Fragmentation des produits de PCR :
Les produits de PCRs ont été purifiés sur billegergurt®’AMPure® XP (Beckman Coult&), puis
fragmentégar digestion enzymatique grace au kit lon Sheatd® @.ife Technologi€®, en suivant
les instructions du fournisseur. Une étape d’oittion du temps de digestion a 37° a été nécessaire
afin d’'obtenir des fragments de la taille souhait®e total, 100ng de produits de PCR (50ng pour
chacune des deux PCRs) ont été digérés par éthasitiapres dosage Qubit ®. Cette méthode de
dosage des acide nucléiques ou fluorometre est pifisise que la spectrophotométrie classique
(NanoDrom®) car elle utilise des agents fluorophores quilmerescent que quand elles sont liées aux
molécules d’ADNs permettant ainsi une quantifwatiprécise des acide nucléiques sans les
contaminants. Le systéme Qubit® posséde également 'avantage de pouvoir dossifgpuement

les molécules d’ADN doubles brins.

- Ligation des adaptateurs et addition des barcodes :
Sur les fragments digérés et purifiés, I'additiafes adaptateurs et des « barcodes » (lon Xpress
Barcode Adapters 1-32) a été réalisée grace auokitPlus Fragment Library Kif (Life
Technologie®). Une amplification fidéle de 5 cycles a été emsuiéalisée en suivant les

recommandations du fournisseur.
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- Sélection des fragments d'intéréts :
La sélection des fragments dans les tailles d&tér savoir entre 150 et 380 pb (pour un séquencag
de 200 pb) s’est faite grace a une purification pdles Agencourt®AMPure® XP (Beckman
Coulte’). En jouant sur le volume de billes utilisé parppart au volume d'acides
désoxyribonucléiques a purifier, I'affinité desléd pour les molécules d’ADN n’est pas la méme et

permet ainsi de purifier les fragments en fonctlerleurs tailles.

- Contréle de la taille des fragments et leur quinatiion :
L'analyse des fragments obtenus se fait ensuitetleatrophorese capillaire grace au systeme de la
Tape Station (Agilefit 2200 TapeStation System). Ce systéme se bas&lsatrbphorése capillaire
des échantillons sur cassettes microfluidiquegeiimet de vérifier la distribution des tailles de
fragments de la libraire et leurs quantificatiopsea acquisition de I'image et analyse automatisse

électrophorégrammes (figure 39)
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Figure 39 : Quantification de la librairie aTapeStation

Aprés le dosage, tous les échantillons identifidce & un « barcode » sont poolés aux mémes
concentrations pour les étapes suivantes (PCR efsi&m sur billes et dépbt sur puce). En effet, le
multiplexage de plusieurs échantillons sur une m@oee de séquencgage exige une préparation de
librairies équimolaires avec la méme quantité déémde d’ADN a séquencer pour chaque patient,

afin d'éviter tout déséquilibre dans la répartitites lectures.
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- La PCR en émulsion sur billes (lon SphefésParticles) et le dépbt sur puce 316v2 ont été
faits de maniére robotisée grace au systéme lofi™Ciieife Technologie®) toujours en suivant les
instructions du fournisseur.

- Le séquencgage en lui-méme a été réalisé sur Fappgan Torrent™ Personal Genome
Machine®, en utilisant le kit lon PGM" IC 200, il s’agissait d’'un séquencage unidireainde
taille de 200pb. Une étape d'initialisation deppareil est d’abord réalisé en suivant les insimast
du fournisseur, elle permet notamment une homogétién des valeurs de pH ~ 7,8 au sein des
différents réactifs de I'appareil (« Auto Ph »)

Par ailleurs, les mutations retrouvées en NGS ténvérifiees par RFLP ou séquencage Sanger sur un
appareil ABI 3500 xL Dx (Applied Biosystems®)

1.4. Analyses des données : pipeline bio-informatique

L’analyse des données a été réalisée directementlevilogiciel fourni Torrent Suit® (Life

Technologies).

Les données brutes générées par le séquenceyredaottes sous la forme d’'un signal électrique ou
différence de potentiel (fichier.DAT), qui est tsformé dans un second temps en séquence
nucléotidique (Base calling). (Figure 40)

Raw traces (.dat files)
v (I

Signal Processing "' S
N 1.wells
|

BaseCaller

WAZOODIZ00012 4 ' 0 O ' * 0 0
GATTIGCC ~ 783N.C;  ZP-84.0.0028000,0.00478442.4.82005
05 ZAi13 76320 7818 ZCBi202810  ZMBs,
E 226,0,512.0.0,0.4,250,0.0,0,806.0.264,0.2,504,0.268 620,
4

i 2852064 UM,
TMAP A|Igﬂmer]t 8236410 ZFi7 RGZSIVAZ PGZbe

Figure 40 : Traitement du signal brut et convergon
séquences nucléotidiques « signal processing bshse
calling »

Une deuxieme étape d’évaluation de qualité desestps a été ensuite réalisée car en effet, seules

les «reads » de qualité suffisante ont été gargéar I'alignement contre le génome de référence.
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Pour cela, nous avons maintenu les parametresaliégorésents par défaut et recommandées par le

fournisseur, ont été donc exclus de I'analyse :

- Les bases dont le score de quaktéed était supérieur a 15 ce qui correspond a un risque
d’erreur supérieur a 3%
- Les «reads » dont les tailles étaient infériear8dases aprés « trimming »
Les séquences contaminantes, les « reads » issiggna&x polyclonaux ou qui ne possédaient pas de

séquences de marquage (Key sigialCG.) ont été bien entendu supprimées.

Les «reads » d'une qualité suffisante ont ensui¢e alignés contre le génome de référence
mitochondrial grace a l'algorithme ®MAP» fourni par le logiciel. Cet algorithme est basé
I'algorithme BWA«Burrows-Wheeler Alignes largement utilisé (ANGMEAD et al. 2009) qui a été
en plus optimisé pour la technologie du séquenizayd orrent®. C’est en réalité une combinaison de
plusieurs algorithmes qui s’adaptent aux difféentailles des «reads » et tendent a améliorer

I'alignement des régions de faibles complexitési{enant des homopolyméres).

La détection des variants, substitutions nuclégties (SNP) ou petites insertions/délétions (indels

s'est faite sur tous les « reads » alignés suwdeon cible, a savoir tout le génome mitochondrial.

Le filtre de détection des variants choisi étai eariant caller v4.4.2.1» fourni par le logici@rrent
Suite® avec les parameétres de détection de mosaigti@ faible stringence. Ces parametres ont pour
principale caractéristique un seuil de détectiea substitutions & 2% ce qui permet de détecter des
mutations avec un faible taux d’hétéroplasmie. @@métrage a aussi une trés grande sensibilité avec
un seuil des scores de qualité d’alignement basetgrande tolérance pour les a biais de brinatalla
jusqu’a 95%. ¢f annexe 7pour plus de détails)

Les données concernant l'alignement des «reads sfidentification des variants ont été
respectivement générés sous format de fichierd.BAVCF. Pour chaque patient, ces fichiers ont
été lus grace au logiciel Alamut® qui permet laugissation aussi bien des variants que des « reads
tout le long la séquence de référence. Un autyicitd gratuit de visualisation avait été testé
initialement, le dntegrative Genomics Viewer iGV®) mais ce dernier présentait plusieurs
inconvénients dont la lenteur d’exécution incoriipgatavec une utilisation en routine diagnosticgie

l'impossibilité d’annoter au fur et & mesure lesiants retrouvés chez les patients.

Il faut noter qu'il était également possible deugiser directement les variations nucléotidiquassd
un fichier EXCEL généré par le logicieTorrent Suit® sous la forme d'un tableau comportant
plusieurs colonnes qui contiennent notamment les@es de qualité et de couverture pour chaque

variant identifié.
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Figure 41 : Schématisation d’'un Workflow en NGS plaulétection de variants

2. Deuxieme partie : recherche de nouvelles mutations :

2.1. Sélection des patients a étudier:

Pour I'évaluation des techniques de « NGS » dard#taction des mutations peu communes, nous
avons sélectionné des patients avec une présentalioique trés en faveur d'une cytopathie
mitochondriale mais pour lesquels I'étude molécalaiu génome mitochondrial par techniques
conventionnelles s’était révélée négative.

Pour la population adulte les critéres d’inclusien, dehors des caractéristique cliniques étaient la
présence d’anomalies mitochondriales a la biopsiescolaire de type : 1) des mitochondries
anormales a la microscopie électronique, 2) desyged red fibres » a la coloration au trichome de
Gomori, 3) des fibores COX négatives en histoenzggie. Les anomalies histologiques étant en
général moins présentes dans la population pégliatri nous avons inclus les enfants sur la base
d’'une présentation clinigue compatible et la présetiun déficit d’'un ou plusieurs complexes de la
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chaine respiratoire. Ont été exclus, les patiesgas d’'une union consanguine pour lesquelles une

origine nucléaire semblait plus plausible.

2.2. Stratégie d’interprétation des variants retrouvés :

Pour chaque patient, les variants identifiés o@taginotés, triés puis classés en trois catégoliss :
variants polymorphiques, les mutations pathogendssevariants de signification inconnue. Cette
classification s’est faite grace a l'utilisationesdbases de données existantes, répertoriant lestes
variations du génome mitochondrial. Il est importde noter que méme si les bases de données
classiques, regroupant les variations du génomé&aive tel que « dbSNP » ou « 1000genomes »
contiennent un certain nombre de données concelm@énome mitochondrial, celles-ci ne sont pas
assez fournies pour permettre I'interprétation\d@gations génomiques mitochondriales. En effes, de
bases de données publiques plus spécifiques a IADaXistent depuis plusieurs années dont deux:

« Mitomap » et « mtDB » sont largement utiliséeslea communautés scientifique et médicale.

La base de données « Mitomap » (http://www.mitomapMITOMAP) a été créée en 1996
(KOGELNIK et al. 1998) et elle est mise a jour régulierement. Claste des plus exhaustives
puisqu’elle répertorie actuellement plus de 300@Qusnces mitochondriales publiées ou non,

soumises par différentes sources. Les variantseditomap » sont classée en plusieurs groupes :

- Les polymorphismes qui sont les variations fréquemnobservées

- Les mutations confirmées « confirmed » sont call@# la preuve de pathogénicité n’est plus
a démontrer, car elles ont été retrouvées dansephssfamilles avec des phénotypes
similaires ou ont été validées sur le plan foncatin

- Les mutations dites rapportées ou «reported » @Bt associées a des phénotypes

pathologiques mais leur implication en n’a pas emébé prouvee.

La base mtDB pour Kuman Mitochondrial Genome Databasghttp://www.genpat.uu.se/mtDB)
(INGMAN and GrLLENSTEN 2006) est une base de données plus récenteselfus réduite que la
précédente avec environ 2700 patients mais plasniative car contient des échantillons provenant
d'origines ethniques variables et a pour objecétre la plus représentative possible des diffé&gnt
populations humaines et leurs haplogroupes. Aladhase mtDB offre la possibilité de détecter les
polymorphismes méme rares car speécifiques a cer@ioupes ethniques. Par ailleurs, les sujets
donneurs ont été évalués et étaient tous sain©ment de I'étude moléculaire, conférant a cette bas

une grande fiabilité quant a la détection des polyhismes. Il est maintenant établi que les vasiant
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retrouvés avec une fréquence supérieure a 0.2% dadB sont des variants bénins ou

polymorphisme$WANG et al.2012)

Dans cette étude nous avons considéré comme bé&sngriants qui étaient présent dans au moins
0.2% des sujets de mtDB. Les autres ont été relségrdans « Mitomap » et classés en mutations
pathogénes si répertoriés en tant que telles. gations absentes ou tres rares de « Mitomages et

mutations non confirmées «reported mutations » éét classées en variants de signification

inconnue.

Dans un second temps, l'effet pathogéne des varianbnnus a été exploré grace a des outils de
prédiction in silico tel que «SIFT » et «Polyphen2 » (consultatiora Vioutil mitimpact
(CASTELLANA et al. 2015)). Ces outils se basent sur des algorithme®tgblissent des scores de
pathogénicité en fonction de plusieurs paramétogg h conservation nucléotidiques entre especes,
I'effet sur la conformation protéique 3D ou la nfachition des sites catalytiques. Ces outils somicdo
surtout utiles pour les substitutions en acidesamnon synonymes dans des génes codant pour des
protéines. L'impact des mutations dans les ARNrdesfert et ribosomiques a été évalué a l'aidede |

base de donnéeMamit-tRNA »(http://mamit-trna.u-strasqg.fr/human.aspi répertorie tous les ARNt

mitochondriaux, leurs structures, les variants etations déja identifiés ainsi que des références

bibliographiques étendues sur le sujet.
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Figure 42 : Algorithme décisionnel d’interprétatides variants
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Troisieme section : Résultats et discussion

Au total quatre « runs » de séquencage 200 pbwsie p16v2 ont été réalisés pendant ce travail, les
trois premiers ont fait I'objet d’'une optimisatigpour améliorer le rendement des puces. Les
échantillons tests pour la détection de mutaticornuaes ont été séquencés sur les deux premiéres
puces : 8 sur la premiére et 5 sur la deuxieme Adraient des duplicats de la premiere (tableau 3)

La recherche de mutations peu communes a étééealis les deuxieme, troisieme et quatrieme puces

de séquencages : 3 échantillons sur la premiéxer, éhacune des troisiéme et quatriéme puces

n° Tissu
run |P mutations taux
p1 |S m.3243G>A Hétéroplasmie : 60%
p2 |S Délétion simple
p3 |M Délétions multiples
‘;‘ ps |M m.3243G>A Hétéroplasmie : 3%
2 |p5 |S m.3243G>A Hétéroplasmie : 1294
P6 |S m.11778G>A homoplasmique
p7 |S Témoin Normal
ps |S Témoin Normal
po |M Non étiqueté
P10 |M Non étiqueté
p11 |M Non étiqueté
~ |P12 |M délétion simple
5 p13 |M Non étiqueté
P14 |S Duplication
S délétion simple
P2bis duplicat
P4bis| M m.3243G>A duplicat | hétéroplasmie: 3%
P15 |M Non étiqueté
P16 |S Non étiqueté
p17 |M Non étiqueté
- | P18 M Non étiqueté
S |P19 M Non étiqueté
- p20 |M Non étiqueté
p21 |M Non étiqueté
p22 |M Non étiqueté
p23 |M Non étiqueté
< | P24 M Non étiqueté
S |P25 M Non étiqueté
B P26 |M Non étiqueté
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p27 |M Non étiqueté
p2g |M Non étiqueté
p2g9 |M Non étiqueté
P30 |S Non étiqueté
P31 |S Non étiqueté
p32 |M Non étiqueté

Tableau 3 : Récapitulatif de tous les patientsiétudurant le
travalil. P = patient, S=sang EDTA, M = musabagelé

1. Premiére partie : mise au point de la technique

1.1. Evaluation des codts:

L'étude de ’ADN mitochondrial dans le centre deghiostic moléculaire de Bordeaux, consistait
principalement en la recherche de 11 mutations tpefiles par PCR-RFLP, et des grands
réarrangements par plusieurs PCRs longues +/- SoutBlot. En 2014, le centre a recu 117

demandes d'étude d’ADN mitochondrial pour un codtialt de 10192.29 euros, ce qui fait une

moyenne de 87 euros/patient. Nous avons souhait@éaidoe les surcolts qu’engendrerait cette

nouvelle technique par rapport aux techniques autiosenelles.

Le tableau 4 résume le colt de chaque réactitétpiour le NGS. Ainsi, le séquencage du génome
mitochondrial codterait environ 115.19 euros/pdtie@ qui parait relativement peu colteux étant

donné la somme d’informations et de données obgeguice a cette technique (0.007 euros/base

étudiée)
Nb d'échantillons

Produit Fournisseur reference  pnx CHU euros analysés par kit prix par patient
QUBIT ASSAY TUBES (500) Life Technologies Q32856 57,35 500 0,11 €
QUBIT DsDNA HS ASSAY Kit Life Technologies Q32851 71 100 0,71 €
lon 316 ™ Chip Kit v2 BC (4-pack) Life Technologies 4488145 1047,1 36 29,09 €
lon PGM ™ |C 200 Kit Life Technologies 4484080 2192,25 72 30,45 €
lon Xpress ™ Plus Fragment Library Kit  |Life Technologies 4471269 748,6 20 37,43 €
lon Xpress Barecode Adaptors 1-16 Kit Life Technologies 4471250 635 160 3,97 €
8 X PCR Strip 960 échantillons Agilent 401428 73,92 960 0,08 €
CAPS for 8 X PCR Strip Agilent 401425 33,6 960 0,04 €
Loading Trips (1pack) Agilent 5067-5153 90,72 384 0,24 €
High sensitivity D1000 screentape Agilent 5067-5584 230,16 112 2,06 €
High sensitivity D1000 screentape regent |[Agilent 5067-5585 78,12 112 0,70 €
Agencourt AMPure XP 60ml Beckman Coulter A29152 1131,6 270 4,19 €
Enzyme Takara 1x125U Ozyme RRO02A 156 25 6,24 €

115,29 €

Tableau 4 : des colts du séquencage du génomehunittéal par le systéme PGM®
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1.2. Rendement de la micro-puce de séquencage

Une étape d'optimisation du chargement de la microe de séquencage 316v2 a été réalisée. Cette
puce a la capacité théorique de générer 2 & Jnslide « reads » par « run » ce qui correspond a un
rendement d’environ 300 Méga bases utilisables [@sukits de séquencgage de 200 pb. Ce rendement
dépend entre autres de I'étape de la PCR en émussip billes magnétiques et de la qualité du
chargement de la puce.
En effet, le but est :

- d’enrichir un maximum de billes avec une seuléénale d’ADN par bille.

- de déposer une seule bille par puits lors dapétde chargement.
L’objectif final est d’éviter les puits vides ougendrant des signaux polyclonaux (figure 43). C& ta
d’enrichissement dépendra par conséquent de $atitin de la bonne proportion de molécules d’ADN

-molarité des échantillons - par rapport a la gt&ande billes pendant la PCR en émulsion.

Non-ldeal Outcomes

S~

Polyclonal "mixed
reads

duptlcat ,,s

no template no ISP

Thermo Fisher -
SCIENTIFIC

Figure 43: dans les conditions idéales de la PC&mwarision : un puits=une bille=une
molécule d’ADN.IPS=ion sphere particles

La figure 44 résume les résultats de rendemen8 gigemiéres puces réalisées. On remarquera que ce
dernier s’est nettement amélioré entre le prentiée dernier « run », se rapprochant des rendements
théoriques annoncés : 2,6 million de « reads isakles avec 34% de polyclonalité. Pour cela, nous
avons augmenté la molarité des librairies utilisées26 pM (ce qui était utilisé localement sur le
plateau pour le séquencage des génes nucléaBég)M. L’amélioration du rendement nous a permis
d’augmenter le nombre d'échantillons séquencés @de Bpar micro-puce avec de bons taux de

couverture.
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Figure 44 : résultats de rendement des 3 prempiress réalisées. Indication de la quantité
totale de reads générés et des étapes de sélemtidunisant a la librairie finale.

1.3. Longueurs moyennes des « reads » et optimisatide la digestion

La longueur moyenne des « reads » est passée de 118® pb entre le premier et le troisiéme « runx»

grace a I'optimisation du temps de fragmentatiandigestion enzymatique.

Le temps de digestion enzymatique & 37°C nécegsaireune fragmentation optimale pouvait varier
en fonction des conditions et appareils utiliséssdehaque laboratoire (bain-marie, sec, agitation...)
Le fournisseur recommandait donc de tester plusieemps de digestion pour obtenir le profil de
fragmentation désiré. Pour un séquencage cibleO8epd (lon PGNM IC 200 kit), le fournisseur
préconisait d’obtenir une distribution des tailtis fragments entre 100 et 700 pb pour une médiane
située entre 200 et 300 pb. Ce profil a été obtms notre laboratoire grace a un temps de digestio
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de 13 minutes, mais la longueur finale des « readistenue avec ce profil n’était pas satisfaisante

(149 pb). Nous avons donc décidé de réduire laéedde digestion a 11 min ce qui a permis d’obtenir

des longueurs de « reads » dans la fourchette iséaitia83 pb) (figure 45).

Au final le profil de digestion permettant d’obtefa longueur de «reads » cible n’était pas celui

recommandé par le fournisseur (décalage de la médi@nviron 100 pb). Ceci pourrait s'expliquer

par les étapes de purification qui succedent agestion, avec une perte plus importante des grands

fragments par notre technique de préparation tlbritire. De plus, ces recommandations ne sont pas

forcément actualisées pour s’adapter a I'évolutionstante des kits de séquencage. Ce qui était au

début une taille maximale de séquencage est atijolighe taille moyenne avec, pour les kits de 200

pb, des tailles de lecture pouvant aller jusqu'@ 5.

Temps de digestion 13 min
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Figure 45 : Contréle de la qualité de la digesdomymatique TapeStatio®) (a) et distribution des
longueurs des « reads » (b) a 13 et 11 minutes.
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1.4. L’alignement

Le génome mitochondrial est référencé depuis 198IDERSON et al. 1981) , c'est I' « dginal
Cambridge Reference Sequend@CRS). Cette version a ensuite était réviséE988, en apportant 7
corrections c’est la référence utilisée aujourd’huithe revised Cambridge Reference Sequence
(The rCRS: NC_012920 @i:251831106)N@REWS et al. 1999). Mais la séquence du génome
mitochondrial a aussi été incluse dans la référdnogénome humain et notamment dans les derniéres
versions (Hg 1%enome Reference Consortium GRCh&mn) tant que chromosome, appelé le

chromosome M.

Classiquement l'alignement des «reads » de séqgenge fait sur la « rCRS », afin d'éviter les
alignements non appropriés sur les séquences roitddales nucléaires. Le probléme que pose
l'alignement contre la séquence de référence nutodhale est I'impossibilité de lire les fichiers
.BAM (les «reads » alignés ) générés dans lexikdgide visualisations dédiés habituels, comme
Alamu® qui ne sont pas paramétrés pour reconnaitrerlaR& ».Ces logiciels sont pourtant trés
utiles pour la validation et I'annotation des vatg I'évaluation de la qualité réelle de I'aligremh et
éventuellement la visualisation des grandes délgtet de leurs points de cassure. Aussi, nous avons
tenté d’évaluer I'alignement sur I'« Hg1l9 » pappart a celui réalisé directement sur la « rCRS »,
afin d’identifier d’éventuelles objections a soilisétion en routine diagnostique pour la rechergbe
mutations de I’ADNmt. Pour cela, nous avons compdeéx alignements différents a partir de
données issues d’'un méme « run » de séquencagm(lel) : alignement sur '« Hg19 » versus la
« ICRS ».

1.4.1. Les résultats d’alignement (run n°1)

=> Alignement contre la tCRS»

Sur les 1839103 « reads » générés utilisables muntl, 98.9% ont été alignés sur la « rCRS ». Les
scores d’alignement étaient bons, puisque pluss@entllions de bases avaient un score d’alignement

supérieur a Q17 soit un risque d’erreur inférie@f/a(tableau 7).
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Total Reads 1,839,103 100% AQ17 | AQ20 | Perfect

Aligned Reads 1,818,877 08.9% Total Number of Bases [bp]| 260 M | 237 M | 181 M

Unaligned Reads 20,226 1.1% Mean Length [bp] 150 142 114
Longest Alignment [bp] 350 339 331

Tableau 5 : Résultats de I'alignement sur la « rGR&us du logicieTorrent Suit®

=> Alignement contre la Kig1%»

Nous avons ensuite réaligné les mémes données séférence « Hg19 » : sur un total de 1838847
« reads » générés, 1827423 a savoir 99.4% ontigt®s avec des scores de qualités équivalents a
ceux de l'alignement sur la « rCRS » (tableau 6).

AQ17 | AQ20 | Perfect

Total Reads 1,838,847 —

Total Number of Bases [bp] | 263 M | 239 M | 183 M

Aligned Reads 1,827,423| 99.4%

Mean Length [bp] 150 142 114

Unaligned Reads 11,424 0.69

Longest Alignment [bp] 350 339 331

Tableau ' ; Résultats de 'alionement sur Hal€ » issus du loaicieTorrent Suit®

Nous avons ensuite cherché a connaitre les « ree@lement alignés sur le génome mitochondrial
(le chromosome M). Le tableau 7 ci-dessous, réquone les 8 patients du premier « run » le hombre
de « reads » effectivement alignés sur le chromeskih{génome mitochondrial réel) parmi tous les
« reads » alignés (sur I' « Hg19 »). Ainsi, en muoye 215766 « reads » ont été correctement alignés
par patient, pour un total moyen de 228428 « reastst 94.5%.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 Moyenne
nb de reads alignés sur chrM 232131 264530 217148 228427 158547 198548 260039 166758 215766
total reads aligné (Hg19) 244710 278914 226703 238572 168277 212668 279951 177628| 228427,875

Tableau 7 : Reads alignés sur le chrM lors degfeiment sur '« Hg19 ».
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=>» Evaluation de l'efficacité de I'alignement sur &fé@rence 4¢1g19»

En résumé, l'alignement global sur la référenceg&®H» a généré un total de 1827423 « reads »
alignables sur tout le génome, soit 8546 « reade plus que l'alignement sur larGRS». Cette
différence est probablement due aux « reads »ldsrstcores d’alignement étaient insuffisants peur |
génome mitochondrial mais étaient alignables suette du génome. Néanmoins, parmi tous ces
«reads », 1726128 seulement ont été effectiverabgimés sur le chromosome M. Ainsi, 92749
«reads» ont été perdus par mauvais alignement lesir autres chromosomes (séquences
mitochondriales nucléaires). Les pertes réelleligiiament en « reads » et en nombre de basessotale
pour chaque patient sont représentées respectivetaes le tableau 8. En moyenne la perte des
« reads » alignés était de 5.10% (92749 « reads wjui correspondait a 1155824 bases soit 3.34%
des bases totales. Cette différence s’expliquegielment par le fait que les mauvais alignements

concernent le plus souvent les petits « reads gucest inhérent au processus et aux algorithmes

d’alignement.

Nb reads P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 total Moyenne
chrM 232131 264530 217148 228427 158547 198548 260039 166758 1726128

RCS 245453 279681 226971 239221 166961 209786 274471 176333 1818877

différence 13322 15151 9823 10794 8414 11238 14432 9575 92749] 11593,625
pourcentage 5,43% 5,42% 4,33% 4,51% 5,04% 5,36% 5,26% 5,43% 5,10%
Nb de bases|P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 total Moyenne
Chrm 35088527 40954639 34231518 35733392 25601429 30358103 39626372 25085291 266679271

RCS 36435847 42554038 35232116/ 36812960 26432700 31453399 41005933 25998875 275925868

différence 1347320 1599399 1000598 1079568 831271 1095296 1379561 913584 9246597 1155824,63
pourcentage 3,70% 3,76% 2,84% 2,93% 3,14% 3,48% 3,36% 3,51% 3,34%

Tableau 8 : le séquencgage de 'ADNmt, alignement'sgl9 (chrM) versus rCRS comparatif
en terme de nombre de «reads » (haut) et nodebbases (bas)
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Figure 46 : schématisation des résultats de I'eligent sur la « rCRS » versus I’ « Hg19 »

= L’alignement sur les autres chromosomes :

Nous avons ensuite essayé d’'identifier les mauatgmements sur les différents chromosomes, tel
gue classés dans le tableau 9, ci-dessous. Orarmpierle chromosome 1 est celui qui contient e plu

de «reads » alignés avec 3.3%. Les autres negsentrés peu représentés et ont une participation
minime dans la distribution des « reads ». L'aligeat sur le chromosome 2 ne contient que 0.2% des
« reads », malgré le fait que ce dernier est ls githe en séquences mitochondriales. Ceci pourrait

étre attribué a une moins bonne similitude desesgaps.
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P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 moyenne |pourcentage
chrom total_reads [total_reads |total_reads [total_reads |[total_reads |total_reads [total_reads [total_reads |total_reads |total_reads

chrM 232131 264530 217148 228427 158547 198548 260039 166758 215766 94,5%
chrl 8616 10125 5583 6973 5484 7379 9652 6194 7500,75 3,3%
chrl7 864 519 644 752 601 949 1158 754 780,125 0,3%
chr5 771 847 616 672 564 868 1168 675 772,625 0,3%
chrl3 646 1234 948 695 425 656 912 533 756,125 0,3%
chr2 428 169 327 158 328 473 805 247 366,875 0,2%
chr7 142 260 227 167 268 472 792 428 344,5 0,2%
chrll 272 335 364 203 171 340 487 256 303,5 0,1%
chr3 88 148 130 71 210 316 535 186 210,5 0,1%
chr4 127 109 93 61 215 343 470 188 200,75 0,1%
chré 65 68 83 45 141 273 441 142 157,25 0,1%
chr8 63 56 71 35 160 247 429 149 151,25 0,1%
chrX 82 79 50 51 140 157 414 143 139,5 0,1%
chri2 73 60 57 49 142 206 379 117 135,375 0,1%
chr10 51 69 49 27 141 216 364 144 132,625 0,1%
chr9 56 49 58 31 129 191 317 124 119,375 0,1%
chri4 36 42 46 24 99 165 232 85 91,125 0,0%
chrl6 28 29 32 20 97 144 244 102 87 0,0%
chr19 24 22 20 16 78 164 232 73 78,625 0,0%
chrl5 30 27 31 19 80 131 200 80 74,75 0,0%
chri8 30 38 35 23 92 111 184 73 73,25 0,0%
chr20 25 26 33 12 67 133 221 64 72,625 0,0%
chr21 23 40 22 12 48 81 126 47 49,875 0,0%
chr22 19 14 15 10 38 51 107 40 36,75 0,0%
chry 20 19 21 19 12 54 43 26 26,75 0,0%
total 244710 278914 226703 238572 168277 212668 279951 1776 28| 228427,875 100,0%)

Tableau 9: répartition des lectures alignées sudiféérents chromosomé®uge> >vert

L’alignement sur I' ¢Hg19 » n'a pas engendré de perte quantitativement imptartdu nombre de
lectures et n'impactait pas ou tres peu sur lefopdeurs de couverture. Néanmoins, ceci ne présage
pas de la qualité de I'alignement et nous avonkeégnt évalué I'impact sur la détection des vasiant
en cherchant un schéma d’erreur inhérent a I'atiggre sur I'«Hg19 »versus «CRS » celui-ci sera

évoqué dans le chapitre « détection des variants ».

1.5. La couverture

Les objectifs de couverture admis dans le cadrdidgnostic des mutations mitochondriales sont :
200 X pour les tissus notamment musculaires et6@0ur les leucocytes circulants afin de pouvoir

détecter les mutations hétéroplasmiques méme taadesaibles.

Au total, tous les échantillons séquencés dane éaite avaient un profil de couverture tres simaija
a I'exclusion des patients porteurs de grandsaagements non équilibrés, observés a la migraton d

la PCR longue, qui altéraient inévitablement Iefipd® couverture en fonction des régions délétées.
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Ce profil bien gu’identique entre tous les patieritait trés hétérogéne. Les taux de couverture
variaient selon les régions du génome mitochondsiat des profondeurs allant en moyenne de 854 X
a 3935 X (pour les 3 runs confondus). Le tableavé$Qme les moyennes de profondeurs, de lectures
maximales et minimales pour chacun des trois rari®xclusion des patients porteurs de délétions).
La figure 47 représente les profondeurs de leataréonction des régions du génome mitochondrial

(1-16569).Celle-ci illustre bien la grande hétérugje de couverture et marque la sur-représerteativi

de certaines régions par rapport a d’'autres.

run3 run2 runl 3 runs confondus
Min 1133,06 796,87 546,97 854,89
Max 5117,40 4027,34 | 2965,V3935,64

Tableau 10 : moyennes des maximales et minimakeprdéondeurs
de lectures pour les trois « runs »

4500

4000

3500

3000 -

2500

2000 -

1500 -

1000 -

500

I moyenne générale

====maxIC

m@b@\ﬁo\y@\y@@@,@@ @5‘9@@@,@@@@@@ @@@@@@ @@@@ é’@@@@b@

FFEEN & 9"90,@" ,Q,;»«?@\@ Q@v@

S 0 8555 o

Q»Q'»» Y S

N N NN NN N Py
O N N Y N ’\' q
LGNNI & 58 @ @ S oSS @ @ qp @ QQ Q &g @ Q'» N Q'\’

WA A &P @ & &Q “9,&0&0 [N ,@@@ .,y?‘\y?’ N‘o” '»"@'» N

<P

Figure 47 : Taux de couverture le long du génonteamondrial (1-16569pb) : moyenne des trois runs

de mises au point
Max IC-min IC = intervalle de confiance a 95% derlayenne des profondeurs

Malgré cette hétérogénéité, la couverture obtenai¢ ttes bonne puisque nous avons atteint sur le
dernier run d’optimisation (puce n°3) des profondeu200 X et>500 X pour respectivement 100%
et plus de 99% des bases (hors aspects de grdélitions a la PCR, en caractgras dans le
tableau) (tableau 11)
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P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22 |P23

moyenne de profondeg
de lecture 2062 5032 3359 |3233 |2068 3440 (3260 (3440 |3285
couverture a 1x 100% [100% |100% (100% |100% |95% [100% |100% (100%
couverture a 20x 100% [100% |100% (100% |100% |95% [95% |100% (100%
couverture a 100x 100% [100% [100% [100% [100% [90% 95% 100% |100%
couverture a 200x 100% [100% [100% [100% [100% [80% 83% 100% |100%
couverture a 500x 99,42% [99,99% (99,90% |99,98% [99,75% [55,93% (42,78% (99,99%99,99%

Tableau 11 : récapitulatif des couvertures poupdgents séquenceés du « run » n°3, en caractér
gras les patients porteurs de délétions

1%

Au final, nous avons gardé comme seuil de diagonaste profondeur de 500 X car il n'est pas
possible en routine diagnostique de faire des & suséparés pour les prélévements de sang et de
tissu, ceci engendrerait des délais d’attente fmms. En effet, le centre de Bordeaux a un
recrutement moyen d'une centaine d’échantillons par et donc moins d'une dizaine par
mois (prélevements de muscle et de sang confondei)ui n'est pas suffisant pour faire un «run »

par type de prélevements.

Lors de ce travail, nous avons séquencé de maaléatoire aussi bien des échantillons de sang que
de muscle issus de différents patients, en fonat@feur disponibilité dans le laboratoire. Il @yait

pas de différences évidentes observées entre Rdtatd de séquencage des deux types de
prélevements, notamment en ce qui concerne la doweeet la qualité. Nous n'avons cependant pas
approfondi cet aspect de I'étude ni comparé direete les résultats issus du séquencage de muscle et
de sang d’'un méme patient. Ceci aurait été un eweilleflet de la réalité en éliminant la variaBilit
interindividuelle. Par ailleurs, il serait intéraass d’évaluer dans un second temps le séquencgage pa

cette technique d’autres tissus ou cellules queuscle et le sang sur EDTA.

—Les causes de I'hétérogénéité de couverture du géne mitochondrial par NGS

Nous nous sommes intéressés aux régions moinsoierertes pour essayer d'identifier les facteurs
en cause. Il semblerait qu'un grand nombre de ég®ms se caractérise par un biais de brin plus
important, le plus souvent a cause d’'une sougsemtation du brin sens (Forward), ceci est ikustr

dans la figure 48.
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Figure 48 : Visualisation graphique par région ggite des profils de couverture (aire en bleu), de
pourcentage des reads en forward (rouge) et dsi dééabrin (vert). Les régions de couvertures tres
basses sont celles qui possédent le plus grargldsairin, majoritairement par perte de reads fatsva
aux dépens des reverses

Plusieurs équipes ont en réalité rapporté cettérdgénéité de séquencage avec le méme profil que

celui décrit ici, et ce quel que soit le type d’appl, de technologie (lllumina, Life technologiede

techniqgue de fragmentation des PCRs (sonicationigestion enzymatique) ou d’algorithme

d’alignement. A chaque fois, les patterns de cduveretaient similaires et ressemblaient aux ratult

gue nous avons obtenus (figure 49)

relative coverage

position in mtDNA

15860

16360

3000

6000

9000

Nucleotide Position (bp)

12000

15000

Figure 49 : distribution des lectures le long d&JNmt avec le séquencage par PGMNSCA et

al. 2015) (haut) et Miseq (bas) (&LHOE et al.2014)
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Les régions ou le taux de couverture chutaientembtaient pas étre plus riches en GC, et nous
n'avons pas trouvé de corrélation entre le conenGC et la profondeur de lecture (figure 50) .iCec
avait déja été démontré par d'autres équipes edt rgeere surprenant puisque 'ADNmt a la
particularité d’avoir deux brins de compositionféiiente, avec pour la méme séquence un brin leger
(ou forward) riche en C et en regard un brin lofand reverse) riche en G.

La couverture moyenne en fonction du contenu en GC

120

) L 4

2 100 y=-0,0008x + 90,145

3 80 - X3 R?=0,0037

g 60 * .

5 20 GCcount

)

§ 20 — Linéaire (GCcount)
O T T

0 1000 2000 3000 4000

couverture moyenne

Figure 50 : Aucune corrélation entre les moyereesouverture et le contenu en GC pour
chaque région

L’autre caractéristique du génome mitochondriakastichesse en homopolyméres et particulierement
en cytosine polyC (polyG sur le brin reversef@%t al. 2015) ont comparé le contenu des régions
moins bien couvertes aux autres, celles-ci semid@at particuliérement riches en séquences polyC
(figure 51). Néanmoins, I'existence d'un réel ligausal entre les deux observations reste a prouver

et le mécanisme par lequel la présence de ces hgmémes influencerait le séquencage n'est pas
clair.
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Table 1 Comparison of homopolymers between high
coverage and low coverage areas across 24 samples

High coverage areas’' Low coverage areas’
Homopolyrner Number of Number of
type Homopolymers Homopolymers
AA 276 320
o 275 347
GG 16/ a1
T 238 225
AMA 104 95
ccc 76 124
GGG N 12
T a2 42
AAAN 22 33
cccc 31 54
GGGG 4 2
77T 18 12
AMAAA 10 1"
ccccc 8 28
GGGGG 2 0
TITIT 4 3
AAAAAA 4 6
cccccc 1 8
GGGGGGE 1 0
TITTTT 2 1
AAAAAAA 2 2
CCccccc [V} 1
TITTTIT 1 0
AAAAAANA 0 1

Figure 51 : Contenu en homopolymeéres de C des regien couvertes versus région bien
couverte(SEO et al.2015)  High coverage vs low coverage)

Par ailleurs, l'utilisation d’autres algorithmesatignement ne change pas non plus le profil de
couverture, les « reads » non alignés a cause djuakté insuffisante semblent se distribuer sur le
méme pattern que les « reads » de bonne qualt&lNDE et al.2014).1l ne semble donc pas y avoir

de perte d’alignement prépondérante au niveau sleéggons, le probleme se situerait plutdt au nivea

de la réaction de séquencage elle-méme et ce quelsoit la technologie utilisée.

De plus, les « reads » manquants sont en majagé«dorward » riches en séquence polyC, on peut
donc supposer que le séquencage des molécules séaspde polyG est difficile et que ces régions
sont peut-étre incompatibles avec le séquencagest Itlair que la technique d’enrichissement par
PCR longue s’affranchit des limites de la faisébilie la PCR pour chaque région prise isolément,
contrairement a I'amplification par PCRs multiplex&léanmoins, ceci se répercute probablement a
'étape du séquencage en lui-méme avec la pertecdasertures au niveau de ces régions.
L’hétérogénéité n’est cependant pas génante paégeencage de '’ADNmt en routine diagnostique,

car n'empéche pas d'avoir une profondeur suffisaateme décrit au chapitre précédent.
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1.6. La détection des réarrangements et leurs poste cassure

L’amplification de tout le génome mitochondrial pane PCR longue permet d'orienter vers
I'existence de grands réarrangements non équilipaéda visualisation sur gel des différentesasaill
de fragments générés. Le séquencage en « wholangenales produits de PCR permet ensuite

d’obtenir des contigs et de délimiter ainsi lesy®de cassures (figure 52).

~
- / i (reermemeemenees -—
e e — —
S = = = -t .
- j
c First breakpoint
BAM file —
Reference genome —_—
,,,,,,,,,,,, XK KK Assemble ——

B s i Trigger e — —
= T —

Contig

Second breakpoint

Contig *

Reference genome Align — Assemble e —
Contig i s=—— — ~—

Comig_-

First breakpoint

Figure 52: Réassemblage des reads situés au niveau idées g cassure ayant une
correspondance partielle avec la séquence de méEpmour reconstituer la région du
remaniement (BRTENHAGEN and DJGAS 2015)

- Les délétions uniques :

Nous avons testé, dans notre série deux patie@tet(lP12) porteurs chacun d’'une grande délétion

simple connue, identifiée par les techniques cotimenelles (PCRs + séquencage Sanger) (figure 53).
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Figure 53 : PCR1 PCR 2 MT PCR1 PCR 2 MT

Migration sur gel d’agarose 1% de
PCRs longues des deux patients P
et P12 : délétion de8kb et 5kb
respectivement. On note un seul
fragment d’une plus petite taille

P12 | T P12 | T |MTL | WT2

Pour le P2 : amplification d’'un
fragment normal par la PCR 2 car
couple d’amorces est situé dans la
région de la délétiom sélection
des molécules non délétées par la
PCR

PCR 1=446F-16620R, PCR 2=9391F-f
9027R, T= témoin normal,
MT=marqueur de taille

Les profils de lectures pour ces deux patientagtanguaient de ceux des autres par une chute dette

la profondeur de lecture au niveau de la régiogatdél(figures 54 et 55). La visualisation Alamut®

des « reads » alignés au niveau de ces régiomstdrune correspondance partielle avec la séquence
de référence (existence de mésappariements sgrande partie du read); leur réassemblage a permis

ensuite une identification précise des points dsur@ (figure 56).
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Figure 54 : Les couvertures de séquencage telsisualisés sur le logiciel Torrent Suite pour|
les deux patients porteurs de délétions par ragpenttémoin normal
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Figure 55 : Graphique montrant le pattern de cduveides deux patients porteurs d’'une déléti
par rapport a la moyenne globale de couverturelédong du génome mitochondrial : on note |
chute brutale de couverture au niveau des pointasures (fleches)

D
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Figure 56 : VisualisatioAlamut®:

le réassemblage des reads mal alignés a perdastification des

points de cassures (m.6124-14592) et (m.104355853)50ur les patients P2 (haut) et P12 (bas)
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-Les délétions multiples :

Dans notre série, un seul patient (P3) était pod&iwn syndrome de délétions multiples par mutation
dans le gend’OLG1 Dans ce cas, la migration sur gel d’agarose dedufis de PCR a mis en
évidence la présence d’au moins trois fragmentdades différentes. Ceci s’est reflété sur les

résultats de séquencage par un profil de coueeditiré par rapport a celui du témoin normal (fgu
57)

~ Reference Coverage Chart  Plol Total Base Reads v Overlay. None v ZoomOut | ? A PCR]- MT PCRZ
4000 T T
B Total Reads P3
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@
(&)
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]
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Figure57 : Profil altéré de couverture correspoitalgrésence de plusieurs fragments a la migratign
de la PCR.A) Visualisation de la distribution destlres sur le logiciébn Torrent®P3 (délétions
multiples) versus témoin normal. B) la migratiom gal des deux PCRL1 et 2 pour le P3 et un témajin

sans délétions montre la présence de plusieunséa intermédiaires amplifiés en plus de
'amplicon normal a 16Kb
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La délimitation de tous les fragments et leurs fgode cassure par visualisation de I'alignement sur
Alamu® n’est cependant pas aussi évidente que pourlésiahs simples. Ceci est probablement di
a la coexistence de plusieurs fragments de tallfé&rentes a des quantités plus faibles que cesjui
observé dans les délétions uniques. Néanmoins,néagbas réellement d'intérét diagnostique car
n'apporte pas plus d’éléments d'orientation etdadtion du profil de couverture en NGS n’est que |

reflet de ce qui est déja visibles a la migratierPCR.

->Détection des duplications

Le patient P14 de cette étude était porteur d’'umplichtion partielle du génome mitochondrial
d’environ 4,5 kb. Celle-ci a été précédemment ifiéstpar technique de Southern Blot en mettant en
évidence une molécule d’ADNmt de 21kb. Le pointdssure avait également été déterminé par PCR
+ séquencage Sanger ARMN NEGRIER et al. 1998) . Il s’agissait d’'une insertion du fragment
m.15537-3567 au niveau du site m.3567-3568. (fig&)ece qui correspond donc a une duplication en
tandem (m.dup 15537-3567), médiée par une séquima@milarité parfaite de 10 pb, flaguant la
région dupliquée : 5-CCCCTCCCCA-3’ entre m.386& 3%t m.15537-15546. (figure 59)

m.15537

"

Figure 58 : Schématisation de I'insertion au nivdasite
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5 5
m.3558 .‘.ACTATGAACC(;CCCTCCCC:AMccca,ﬂ,cc.‘*..‘ m.3587

m 15526 CCCCTCCCCA m 15555
—> 3
ACTATGAACCCCCCTCCCCA Fit sssquenceaunveas

m.3568/15537 m.3577/15546

Figure 59 : Visualisation de la séquence au nivkasite de I'insertion médiée par la régign
répétée 5'cccctecececca3

L'amplification par PCRs longues de 'ADNmt du patt P14 est illustrée dans la figure ci-dessous
(figure). L’amplification grace au couple d’amor@891F-9027R n’a pas permis d’obtenir la molécule
de 21kb, seules les molécules normales ont étéifg@apl (fragment de=16kb visualisé sur le gel).
L’amplification par le couple d’amorce 446F-1622@Rquant a elle généré un seul fragment de petite
taille (=4 kb) (figure 60).

PCR1 PCR 2 MT

)

Figure 60 : Migration des PCRs longue
du P14 versus un témoin T

PCR 1=446F-16620R, PCR 2=9391F-9027R,
T= témoin normal, MT=marqueur de taille

Apres séquencage, il est apparu que ce fragmemspamdait en réalité aux séquences m.446-3567 et
m.15537-16220~3+1 kb), comme le montre la visualisation des &chi.BAM dansAlamut® (figure
61). Au niveau des régions de chute de profondéessséquences correspondaient a la fusion des

deux segments et contenaient le point d’'insertidd868-15537.
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Figure 61: visualisatioAlamu® une importante profondeur de lecture au nivessirdgions
m.446-3567 et m.15537-16220

Les données du séquencage seules ne permettgientlemt pas d’identifier le réarrangement comme
étant une duplication et laissaient supposer lterise d’'une délétion de 12kb entre m.3467-15537,
reflétant le produit de PCR obtenu de 4 kb. Ce yitod’'amplification correspondait en réalité a
I'hybridation des amorces a la fois au niveau desért et de la séquence normale, amplifiant dnsi
région de fusion entre les deux fragments (figie

Figure 62 : Schématisation de I'amplification peg amorces 446F-16220R seul le
fragment de 4.5kb (orange) semble étre amplifiénamit I'existence d’'une délétion
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La technigue de NGS est limitée dans lidentificatides réarrangements complexes dont les
duplications/insertions par les limites d’amplitica de la PCR longue, elle-méme conditionnée par
la taille et la position de I'insert. Par ailleuls fait que ’ADNmt soit une molécule circulairajoute
un degré de complexité et ne permet pas toujoidentification des positions relatives des difféesn

séguences.

Le Southern Blot reste I'examen clé pour le diagnakes duplications du génome mitochondrial mais
le NGS pourrait intervenir en complément, dans eaxééme temps pour l'identification rapide des

points de cassure, grace a I'assemblage des contigs

1.7. Détection des variants et hétéroplasmie

1.7.1. Efficacité de détection des variations comsu

En plus des patients porteurs de délétions, qumtients dont les mutations ponctuelles étaient
connues ont été testés afin de s’assurer de létestibns par NGS. De plus, afin d’évaluer leslseui
de détection de I'hétéroplasmie nous avons sectidrmis patients avec des taux variables de la
mutation m.3243G>A : 60%, 3% et 12% pour respeniimt les patients P1, P4 et P5 (Tableau 12)

Au total, les mutations homoplasmiques et hétésmpigues avec des taux élevés ou moyens ont été

retrouvées a chaque fois par NGS.

La détection de la mutation m.3243G>A a un taex3®% demeurait par contre aléatoire. Le patient
P4 porteur de cette mutation a été étudié deuxstoisleux « runs » différents, le premier a pexeis

détecter la mutation alors qu’elle n’apparait passle deuxiéme.

VCF (NGS)
Patient | Tissu | Run mutations taux fréquence Quality
P1 S runl m.3243G>A Hétéroplasmie : 60% 87.3% 22584
P4 M runl m.3243G>A Hétéroplasmie : 3% 3.0% 12.22
P5 S runl m.3243G>A Hétéroplasmie : 12% 11.6% 548.9
P6 S runl m.11778G>A homoplasmique 100% 31664.7
P4bis M run2 m.3243G>A en duplicat hétéroplasi®ié: Non détéctéee

Tableau 12 : détection des mutations connues p& NG
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Nous avons essayé de mettre en évidence les facjeuont empéché sa détection dans le deuxieme
run, malgré un seuil de détection identique dwarawt calling » & 2%. En effet, la visualisatidun
fichier .BAM du patient P4 suklmaut® a bien objectivé I'existence de la substituthorG dans 3%

des «reads » (figure 63).

I TTAAGATGGCAGI|GCCCGGTAATCGCATA L TGGCAGAIGCCCGGTAATCGCAT
G| [Total count: 2182 Total count: 2505
Gl [a: 2117 (97%, 868+, 1249-) A: 2434 (97%, 848+, 1586-)
c:o | Glic:o
G: 65 (3%, 27+, 38-) Gl |G: 71 (3%, 23+, 48-)
T: 0 T:0
N: O Gl IN: 0
Ins: & Ins: &
Del: 1 Right click -» Options
G| |Right click -> Options
G
G G
G
G
G

Figure 63 :A AMUT® on note bien la présence de 3% de G au niveaitelm.3243
dans les deux runs
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Nous avons essayé plusieurs combinaisons de fitissible du « variant calling » en modifiant les
parametres de sélection. Nous avons par exempesgitin biais de brin total et des seuils de tali

trés bas sans aucun résultat, ce variant restiditantable.

En réalité la sélection des variants par le syst€oreent Suite® se fait en deux étapes, la premiére
consiste en la recherche de toutes les variatiansapport a la séquence de référence. Dans undeco
temps, cette liste globale est filtrée et seulsvi$ants qui correspondent aux criteres de sélecti
appliqués par le « variant calling » sont appessde VCF généré. Ainsi, il est possible de viseal

la liste compléte des variants non sélectionnés «dNO CALL » ainsi que leur paramétre de qualité

et les raisons de leur exclusion.

Le fichier des variants non appelés « NO CALL »pdtient P4 a été étudié, ce dernier ne contient pas
la substitution m.3243G>A ce qui signifie qu’ellest pas identifiée par le systeme comme étant une

variation par rapport a la séquence de référeimparéf 64).

whnrm IVO . w LRI |
chri 420 . C CT
[ chrm 432 . A AC
1 chrm 1689 . (
chri 2150 . T
chri 3105 AC

| AF=03/
8 392 NOCALL

5 NOCALL
NOCALL
NOCALL

Figure 64 : Fichier « No Call »
du patient P4 : on remarque
I'absence du variant sur le site
m.3243

chri

chrim

91  chriM
chri

. chrM
94 chrM
c chri
chrm

chri

chrm

chrim

] chrm
161  chrM
102 chri
|
1

chri
04  chriM
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L'erreur de détection intervient probablement emmainde I'étape de filtre ou « variant calling bkes
raisons de sa non visibilité ne sont pas enco@ués, nous sommes a priori aux limites de détectio
du NGS ou du moins du systéme lon Torrent®. Toat peut poser un réel probléme diagnostic dans
le cadre de la recherche de mutations mitochordridu fait de I'hétéroplasmie. En effet, il est
important de détecter les mutations hétéroplasmiqunéme a taux faibles dans un tissu donné car
celles-ci peuvent étre plus élevées dans d'auiseast et peuvent donc étre pathogénes. Il semble
donc important de toujours vérifier la compositaes « reads » au niveau des positions des mutations

les plus fréquentes de ’ADNmt afin de s’assurelede absence.

Nous ne sommes pas allés plus loin dans le cadte dalidation de détection des variants car le
systéme lon Torrent a déja été évalué par plusiéguipes pour la recherche de SNP et d'indels
(BRAGG et al. 2013) (QuAIL et al. 2012) .1l est aujourd’hui largement utilisé damsdadre du
diagnostic moléculaire en pathologie humaine detsdiverses applications dont I'étude de 'TADNmt
(SENECA et al. 2015) (%0 et al. 2015) (RARSON et al. 2013). Les taux d'erreurs admis sont assez
faibles pour les SNP inférieurs a 1 % mais plugatdre de 1 a 2 % pour les indelsRBsG et al.
2013).

De maniére générale, [l'utilisation diPGM® appliqguée au re-séquencage d’ADN « DNA
resequencing » a permis de mettre en évidence upgekerreurs systématigues inhérentes au systeme
lon Torren®. Ces erreurs de séquencage étaient surtout portagvec la difficulté a bien identifier

les séquences de répétitions et d’homopolymereseqimation des petites séquences
d’homopolyméres et sous-estimation des plus longlesPGM se caractérise aussi par un exces de
faux positifs d'indels qui peuvent étre présentescales fréquences de lectures assez hautes pouvant
étre trompeuses. Certaines semblaient étre redtasdaur des sites dits de prédispositioRABG et

al. 2013) en fonction des génomes étudiés mais @supouvaient étre aléatoires et non

reproductibles entre les « runs ».

Dans notre série, quelques erreurs systématiqusgqieencage n'ont pas été filtrées correctement par
le « variant calling ». Il s’agissait majoritairemied’erreurs liées aux régions d’homopolymereseet d
répétitions dont les deux principales sont la négiolymorphique d’homopolymere de C en m.311 et
la séquence polyA en m.4604 (tableau 13). Une sutish nucléotidique récurrente a également été
observée (variation m.8860A>C). Au niveau de ce, $& nucléotide de référence est un A alors qu'il
s'agit en réalité d’'un polymorphisme plus rare tpubase C, mais qui a tout de méme été gardée dans
la « rCRS ». De ce fait, le variant m.8860A>G a réttouvé chez tous les patients. Certains (13)
présentaient également le variant m.8860A>C a wruénce tres faible (<5%) et un biais de brin

majeur était observé systématiquement (prédomindes& reads » forwards).
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site séguence couverture Score qualité | N°P

Site polymorphique wacccccccllccccse Fréquence des lectures Bons >1000 27
polyC autours de <10%
m.310 Biais de brin +++ aux
m.310T>C dépends du Reverse

(Fw=0)
m.4604C>A Fréquence >10% des Mauvais <20 19
Régions lectures

d’homopolymeéres A Biais de brin++ (Rev=0)

m.8860A>C Fréquences <5% des Bons >1000 13

CGGGC‘A|C#‘«GTGATTATAG
lectures

Biais de brin (Rev=0)

Tableau 1 : erreurs récurrentes de séauen

1.7.2. Les effets de I'alignement sur |la détectides variants

Afin d'évaluer l'influence de l'alignement sur l&ebction des variants, nous avons systématiquement
compare les fichiers VCF issus des deux typesgtiatnent (« rCRS versus « Hg19 »), pour un méme

échantillon, et ce a partir des données de deursc» différents (run 1 et 3) (tableau 14).

Les différences de détection concernaient a chémsdes variations a taux trés faible, toutes ayan
une fréquenceid% et/ou des scores de qualité bas. Dans la pldpartas, le « variant calling » a
détecté plus de variations a partir de l'alignemamtl’ « Hg1l9 » que celui réalisé que la « rCRS »,
mais celles-ci étaient majoritairement des errendsurrentes de séquencage (m.4604C>A et
m.8860A>C). Il est & noter, cependant que la naiatn.3243G>A du patient P4 n'a été détectée
dans le «run » n°1 qu’'a partir des « reads » éfigsur I' « Hg19 », celle-ci était absente du &chi

VCF généré a partir de I'alignement sur la « rCRS »

Globalement, la détection de ce type de variatiamec des scores de qualité et des fréquences dans
les seuils limites, semble étre aléatoire et njEst toujours reproductible entre les «runs » €t le
processus du «signal processing ». Ceci est #ysr la détection de la mutation m.3243G>A dans

un « run » et pas l'autre.
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Hgl19 rCRS
P1 m.4604 C>A
P2 m.8860A>C
m.4d04 C>A
P3 m.8860A>C
m.3243G>A
P4 m.8860A>C
P5 Pas de différence
P6 m.8860A>C| m.308C>T
m.4604 C>A
P7 m.8860A>C
m.4604 C>A
P8 m.8860A>C
P15 m.4604 C>A
m.4604 C>A
m.8860A>C
P16 |m.12418insA
P17 m.8860A>C| m.565G>A
P18 m.4604 C>A
P19 m.6692A>G
P20 m.4604 C>A
P21 Pas de différence
P22 m.8860A>C

Tableau 14 : la différence entre les variants déseavec I'alignement hg19 versus rCRS

Le mécanisme par lequel la recherche de variaptsta de « reads » alignés sur I'Hg19 génére plus

de variations (erreurs ou non) n'est pas clair. €esurs systématiques plus importantes pourraient

étre dues a un alignement moins précis au niveagederégions, notamment dans la séquence

d’homopolymeres A en m.4604. Néanmoins, il n'y ayas plus d'indels avec I'alignement sur I

« Hg19 », et la détection n’'était pas moins effgoe ce qui est obtenu apres alignement sur la

« rCRS », autorisant ainsi son utilisation en roaiti
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2. Deuxieme partie : recherche de nouvelles mutatis

2.1. Caractéristiques cliniques des patients de &erie

Pour la deuxieme partie de cette étude nous as@lastionné 22 patients avec une forte suspicion de
cytopathie mitochondriales : 4 enfants et 18 adulient les caractéristiques clinico-biologiquestso

résumées dans le tableau ci-dessous (tableau 15)
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Patient An_née de| Sexe| année de présentation clinique histologie biologie chaine imagerie
naissance prélevement respiratoire | cérébrale et
SRM

P9 1049 M | 2011 plusieurs épisodes neurologiquesSCOX- NR NR NR
AVC multiples ?

P10 | 1948 M | 2012 PEO, fatigabilité a la 30aine, gqq RRF, NR NR DATscan
troubles de déglutition a 60 ans, | nombreuses dénervation
Sd extra-pyramidal & 63 ans COX- dopaminergique

P11 1959 M 2013 PEO 10 RRF L: N, CK:x2N NR NR

P13 | 1963 M | 2013 surdité, néphropathie, diabéte, | 8 RRF et 6 COX-| L, NH3,CK: N NR NR
contexte familial (mere
diabétique)

P15 | 1956 M | 2000 Surdité, myopathie, atteinte du | Nb RRF et COX-| NR NR NR
SNC : Sd cérébelleux progressif
sd tetrapyramidal, démence

P16 | 2002 M | 2002 hypotrophie a la naissance, dizaine RRF et nb acidose lactique déficit NR
détresse respiratoire et acidose| COX- combiné de
lactique insuffisance tous les
hépatocellulaire et rénale complexes

P17 | 1963 F 2004 encéphalopathie progressive | 7RRF et nb COX+ hyperlactacidémie NR atrophie cérébralg
depuis I'enfance avec épilepsie persistance diffuses
partielle

P18 | 1996 F 2005 retard du développement moteufR hyperlactacidémi¢ déficit des | hypoplasie
ataxie cérébelleuse progressive, 5mmol/l complexes || cérébelleuse
cardiomyopathie hypertrophique etlv gauche
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P19 | 1993 2006 myopathie : fatigabilité présence de | NR NR NR
mitochondries
anormales au ME
P20 | 1922 2007 SNC : chorée; ataxie statique et 3 RRF et 10 CK : x2-3N NR TDMc N pour
discretement cinétique. COX- trauma
P21 | 1946 2007 Epilepsie généralisée, ptosis, | Mitochondries L:N NR IRM: leuco-
surdité, diabéte. anormales, dépots encéphalopathie
fuschinophiles postérieure.
sous le
sarcolemme d'une
fibre musculaire 8
COX-
P22 | 2001 2008 retard psychomoteur évoluant | nb COX- et fibres| L : N NR Lésions
avec DI, surdité mixte, avec de discréts évocatrices de
tubulopathie, atteinte musculaire| dépots cytopathies
fuscinophiles mitochondriales
sous sarcolemmal (NR?)
et un début
d'aspect
déchiqueté
P23 | 1951 2009 Ataxie cérébelleuse Parésie des 4RRF nb COX- L préP : N NR
nerfs oculomoteurs, faiblesse Mi L postP : 2,38
P24 | 2008 2009 surdité, perception compléte | Normale hyperlactaciémie déficit des | quelques
gauche et retard psychomoteur persistante complexes || hypersignaux T2
rapport L/P et et IV et Flair de la
BHB/AA élevé substance blanch
péri-ventriculaire
en regard des
carrefours
ventriculaires
P25 | 1957 2010 Epilepsie réfractaire depuis 1RRF 8COX- NR NR NR

I'enfance, AVC multiples a l'age
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adulte. EMG: NP sensitive
axonale + tracés myogenes

P26 | 1932 2010 paralysie supranucléaire 3RRF et3COX- | L,CK:N NR TDMc N pour
progressive et une atteinte vertiges
neurovegetative (malaises,
troubles vésico-sphinctériens).

P27 | 1943 2010 ataxie neuropathie périphériqug 3COX- L : N, 1 épisode | NR DATscan :
surdité rhabdomyolyse dénervation

dopaminergique

P28 | 1941 2013 Camptocormie , myopathie 3RRF 9COX- NR NR NR

P29 | 1973 2011 Ataxie cérébrale avec atrophie | 10 COX- RRF NR NR hypotrophie
optique et neuropathie trés remaniées cérébelleuse et
périphérique moélle cervicale

P30 | 1948 2013 Démence, dépression, multiplesNR Lsg=2,2 ; NR multiples AVC /
AVC, diabete IR de début < 35 L/P=11,7 microangiopathie
ans L lcr=2,4

P31 |1971 2014 Paresthésies hémicorporelles Gdiscrete atteinte | L, CK: N NR Sd de Fahr :
troubles de concentration myogene, 4 synthese calcification des

COX- intratéchale d’lg NGC : striato-
palido-dentelées

P32 | 1992 2014 AVC a 12 et 16 ans, troubles de NR NR NR 2 AVC, ACSC

I'attention, difficultés scolaires

Tableau 15 : résumé des renseignements cliniqueratliniques chez les patients inclus dans éttige. AA : acétoacétate ; ACSC : atrophie corsicos-

corticale ; BHB : beta-hydroxybutyrate ; CK : cieat kinases ; COX : cytochrome ¢ oxydase ; Ltakec; N : normal ; NH3 : ammoniac ; P : pyruvate ;

préP /postP : pré et post-prandial ; RRF : raggekfibers.
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2.2. Résultats des PCR lonques

P: 23, 24, 25, 26,

P:91011,13 27, 28

P:15,16,17,18,
19,20,21,22

P: 29, 30, 31, 32

Figure 65 : Migration des PCR longues des pati@iuidier, PCR1 =446F-16220R,
PCR2=9391F-9022R

De maniere assez surprenante, certains patienisnavies profils de migration de PCR anormaux alors
gu’ils avaient déja été testés dans le laborathita recherche de grands réarrangements avec esautr

couples d’amorces qui n'avaient pas montré d’an@sal
Ainsi, nous avons classé ces patients selon éf8spde migration en trois catégories :

v" Normales avec un seul fragment ~16kb dans les B€Rs, incluant également I'existence d’'un
fragment d’intensité faible (notés normales + dartableau)

v' Aspect de délétions multiples avec plusieurs fragméntermédiaires classiguement a la PCR1
associée a une PCR2 faibles (parfois normales ea amn petit fragment additionnel en plus de
celui a 16Kb)

v' Des aspects plus atypiques avec : une suspiciodédketion devant l'intensité plus faible des
bandes dans les deux PCRs (P17), I'existence dhaaisa la PCR1 et I'absence d’amplification de
la PCR2 (P22 et 23)
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Patient P Profils PCRs

9 Normales +

10 Délétion simple ou multiple?

11 Délétions multiples?

13 Normales

15 Normales +

16 Normales

17 Déplétion?

18 Normales+

19 Normales +

20 Délétions multiples?

21 Délétions multiples?

- Atypique : smears PCR1, rien ajla
PCR2

23 Atypique : smears PCRI1, rien afla
PCR2

24 Normales

25 Déléetions multiples?

26 Délétions multiples?

27 Normales

28 Normales +

29 Normales+

30 Normales

31 Normales+

32 Normales

Tableau 16 : résumés des profils de PCRs che2lpatints
testés

Toutes les PCRs anomales ont été re-testées aylseprises, notamment en présence de deux ®moin
un normal et un deuxieme positif pour les délétiongtiples, afin de nous assurer de I'efficacitélae
PCR. La qualité de 'ADN a également été évaluéecpatrble direct de I'ADN total par migration gui
par dosage au Qubit®, ce dernier avait pour intgeédoser spécifiquement les molécules doubles letin
donc d’exclure une dénaturation importante des cutds. Il n’y avait pas de différence de qualitédau
quantité entre les ADNs avec des PCRs anormales elutres. A priori la qualité de 'ADN n’était pa

I'origine de ces profils de PCR altérés.
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L'interprétation des profils de PCRs longues pdte difficile. En effet, les fragments intermédesrde
PCR s’observent dans les syndromes de délétionsiptesl par déficit de la stabilité du génome
mitochondrial (mutations dans les génes nucléaglesquePOLG, PEOL..), mais ils peuvent aussi étre le
résultat d'une accumulation physiologique de mdExa’ ADNmt délétées notamment en raison de I'age
ou d'un artéfact de PCR MIANDER et al. 1999). Ces profils posent donc un réel problenagmtistique,
d’autant que les délétions multiples ne sont paptws détectées par techniques de Southern Rlatise

de leurs faibles taux, et ce qu’elles soient rédl@thologiques ou non) ou artéfactuelles.

Ne pouvant exclure des causes secondaires a tiertgs anomalies de PCR dans notre série de gatient
nous avons décidé de séquencer tous les échasitifocompris ceux avec des profils de PCRs altérés,

pour exclure I'existence de mutations de I'’ADNnreaponsables du phénotype.

2.3. Résultats du séquencage de nouvelle génération

2.3.1. Les variants généreés et fichiers de sortie

La recherche de variants sur tout le génome mitodtia a généré de 15 a 59 variants par patient.

Les variants étaient produits par le logiciel Totr&uite® sous deux formats de fichiers de sortie

possibles :

Format VCF : fichier texte tabulé, comprenant le chromosolaeosition, le nucléotide de référence et
celui détecté, intégrant ensuite pour chaque vamniatles paramétres de qualité de couvertures, les

informations du filtre...

Fichier Excel (figure 66): il fournit les mémes informations que le VCF msaous la forme d’un tableau.
Il a 'avantage de pouvoir se lire directement cainément aux fichiers VCF qui utilisent des cagaes

spécifiques pour encoder l'information.

Les fichiers .VCF ont surtout I'avantage dans note de pouvoir étre ouverts dans le logiciel Alegnu

permettant une visualisation rapide des variamet#s.
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Figure 66 : présentation du fichier Excel de sortigles variants, nombre trés important de
colonnes et beaucoup d’'inforration non triées
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2.3.2. Tri des variants

Comme décrit dans la section « matériel et méthedés tri des variants s’est fait a partir desesade
données dédiées « mtDB » et « mitomap », consalfabla internet. En effet, il n'existe pas a notre
connaissance d’outil facile compatible avec I'exateur Windows qui permette d’établir un lien dire
entre ces bases et les fichiers de sortie, potni tapide des variants (polymorphismes, mutatieasiants
inconnus), comme ce qui est le cas par exemple Adlammut®et les bases de données de ’ADN nucléaire
(dbSNP...).

Ce tri se fait donc au prix de manipulations malesepour interroger directement ces bases de dennée

variant par variant.

Concernant « mtDB », celle-ci se présente sousofmd d’'un tableau & deux entrées: les positions
génomiques et les nucléotides (A, T,G,C), donnant pbaque type de bases le nombre de fois ou celle-
a été détectée au niveau de chaque position. €figjtir

© iD8 - uman Miocher. % I Ll O

“ C'  [H www.mtdb.igp.uu.se I & <

»
lm

2704 Sequences

Lgcarion | Codon [Posmon Amno Change Syn?
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a

Figure 67 : schématisation de la présentation dgants dans mtDB, tableau a
double entrée : position génomique et base nudigags (ATCG)
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L'interrogation de mtDB en ligne est limitée a YL@riants par consultation nécessitant de répéter
'opération plusieurs fois pour chaque patientyfe). Le but est de connaitre le nhombre de foideou
variant a été observé dans la population étudiéas{dére comme polymorphique 34 occurrences
~0.2%). Cette base fournit également des informatgur I'origine et I'haplogroupe des échantillans
présentaient le variant (Figure 68)

Interrogate up to ten sites:

750 & ,-'\_l] Region Name Genbank Reference
A | o Afiica eria EF084321 Olivieri et al (2006)
g L o Afiica i Ingman etal (2000)
T L C Africa Ingman et al (2000)
Gap Search agan o Africa Kivisikd et 21 (2006)
@ Juences match your criteria o Africa Kivisild etal (2006)
3 —_— = | Africa Kivisild et al (2006}

View sequences . .

o Africa Kivisid etal (2006)
b o Africa Kivisild et 2l (2006)
o Africa Kivisild etal (2006)
: o Afiica Kivisild et 2l (2006)
= =] Afiica Kivisid etal (2006)
o Afiica Kivisild et 2l (2006)
b o Afnca Kivisild et al (2006}
o Afiica Kivisild et (2006)
i Afiea Windedld ar al (0040

Figure 68 : requéte puis visualisation d’un varsunt mtDB permettant d’avoir le nombre
d’individus porteurs dans la base

La base « mitoamp » est consultable directemeld, permet la visualisation de toutes les variations
présentes dans une séquence donnée (taille maximbl® pb a la fois), classées en polymorphismes,

mutations constitutionnelles, mutations somatiqee®uvées dans les tissus tumoraux (figure 69).

MITOMAP: miDNA Ceding Region Sequence Polymorphisms
Nucleotide Muclwatics Codon Codon Amine Acid c8 y
Posmtion Locus hange Mamber Postior Change Sequences Reterences
244
MITOMAP: Raported Mitachondrial DNA Base Substitution Diseases: rRNAARNA Mutatons
Allele Search g -
Locus Disease Allele RNA Homoplasny  Heteroplasmy SIS giancar Reterence
iChsresal
MITCMAP: mtDNA Somatic Mutatione
Locus  Mideotde  Nueetde  Lononimy  vasropasmy cetor Tissus Type PRI
3

Figure 69 : schématisation de la requéte puis ksain des vriants dans mitomap pour une régémogqique
donnée (max 100 pb)
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Le site « mitomap » dispose également d’'un modaleedherche « mitomaster » qui est plus pratique ca
permet de consulter directement les données qucecnent une liste de variants d'intérét, aprés

importation dans un champ dédié (figure 70)

—
Submit variant list as fie upioza or paste into text area

Step 1 Select conservation species of interest
Computs haglotype (only recommended i supply a Al set of SNVs)

Slep 2 mﬂe The vanant Ist can foliow eltner of these fonmals.
Opticn 1 / . o e i o kamn

Liste des variants
d'intérét importés

Option 2 Select a variant file

Sl fie

niemmet Explorer users, f you are using versions oider than IE9, please switch to ekther the Chrome or Frefor browsers. MITOMASTER currentyy only runs on Chrome, Firefox. or IES+

= . Milomaster= Bequescsluag,  GenBankQuey  SNVQuery  Species  Use WebaP
-~
( Processing sequences
~
-
-
. e - -
. TCRS Query rcRS Query ut tx GEB Patient
Query Position Position NT NT e Locus Effect Freq Refs Conservation Report
query 6461 0 A G transition col synW==W 21 4 refs 100.00%
query 10398 0 A G transition ND3 non- 51.11% PD protective
syn: T=>A factor /
longevity /
altered cell pH
1 metabolic
syndrome /
breast cancer
risk
query 3954 0 C T transition ND1 syn:A=>4A 17 2refs 91.11%
query 489 0 T C transsition ATT/D-Loop non-
coding
query 8860 0 A G transition ATPase6 non-
sy T==A
query 10873 0 T c transition ND4 syn:P=>P
query 1888 0 G A transition 165 RNA 6
1
query 12477 0 T C transsition ND5S syn.S=>5 13 refs 97.78% possible HCM
1 unpub susceptibility
A G transition LUUA/GYTER tRNA 8 (0.03% MELAS/LS/
DMDF / MIDD
{ SNHL/
CPEQ/MM [
FSG!/ASD /
Cardiac+multi-
organ
dysfunction
auery 4916 o A G transition ND2 swn:L=>L 43 4 refs 28.89%

Figure 70 : étapes des requétes puis de visuatisa tableau des résultats via mitomaster.
Notez I'absence de hiérarchisation (entouré enadaignutation m.3243G>A
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Les résultats dans « mitomaster » se présentest laoforme d'un tableau récapitulant les principale
informations disponibles pour chaque variant. Cetésentation fournit une somme importante de desné
mais elle a pour inconvénient I'absence de hiéisation et une mauvaise visualisation des mutations
Ainsi dans notre exemple, la mutation m.3243G>Afipire) est noyée au milieu de la liste. Il s’adfitnc

de données brutes qu’il faudra investiguer/détailgiant par variant. Il s’agit d’'une base de degmtres

large incluant des sources différentes qui ne pasitoujours affinées MIDELT et al.2009).

Tout ceci illustre bien la difficulté du tri de tuantité importante de variants générés par Katiion des
technologies a haut débit plus exhaustives parorapgux techniques conventionnelles ciblées. Cette
procédure comporte beaucoup d’'étapes de manipudatimnuelles et peut étre longue d’autant plus que

les interfaces internet sont souvent assez lentes.

2.3.3. Outil de tri « maison »

Nous avons donc décidé de mettre au point un detikri « maison » via Excel, grace a différentes
formules. Pour cela nous avons tout d'abord carstine base de données locale en important legdsnn
du tableau « mtDB », ainsi que les mutations (dioord » et « reported ») de « mitomap ». Nous avon

ensuite crée une interface pour consulter la ttasmurs via Excel.

- Premier filtre des polymorphismes / mutations conaos

Un classeur verrouillé de travail a été créé, camapb une feuille d’entrée, servant a importefidaier
Excel des variants, a la sortie du logiciel Torr8nite®. Ceci permet de générer automatiguement une

feuille de résultats (figure 71) qui comprend :

v Laliste des variants triés par surbrillance en :
- VERT : les variants fréquents0,2% dans « mtDB » (benins)
- ROUGE : les mutations confirmées dans « mitomap »
- ORANGE : Les variants présents dans « mtDB » mdi2%
- ROSE : les mutations reportées (non confirmées)
- NOIR : les variants n'appartenant a aucune degod&s précédentes
v La fréquence, la couverture, le biais de bringetdore qualité pour chaque variant, permettant de

résumer le tableau Excel de sortie, et d’alertefesuscores ou les couvertures trop bas.
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Impert fichier Excel
de sortie du serveur
Torrent Suite®

L £ = e TAELEAU ANALYSE VARIANT PAR PATIENT assai verrou moifie par donness pL. - Excel (Eche: de Factivation du produit 2@ - 8 x
EEEY sccum  mssion  MSEENPAGE  FORMULES  DONNES  REVBION  AFFICHAGE sévasien Moutton - [}
§ MR ) ~

RN RN ENRrBEESEREERES

Feuille de
résultats

mutation et pathologies | _Feuil ravail ) resultats varianis | -del | haplbgrep | lienbiblie | @ [ — o}
T
|
|
|
|
|
[ES1= 23Rt P25 TJBLEAU ANALYSE VARIANT PAR PATIENT.dsx - Microsoft bxcel =
BB | eien Mewome  fomus  Demis  Seiden  mouse c@mER
[ bl caen RERF N azm..u.qn,...mwmwm. - 7} ] Neure - — 47 @
T erassuet e mtorme 8] 6717 G A | R e cover % w0 384y | Mrmmtcms vso st | SRR i siwejme | 2 - it~ o
Fresse-pipiers ] Folice ] Algnement i She Celiies Edtion
] o i 16 técacthie [ Actver o cantens =
xia aa 3 =
L4 a ] B | c | b 3 P G H | 0 ] K | L ) E
1 Patient 1 codes couleurs:
2 Position Ref Variant mutations |Frequence |Qualité couverture |bizis de brin vert  polymorphisme retrouvé >0,2% mtDEB
3 73|A G A73G 100 150235 949 0.5 rouge mutation confirmée dans mitomap
4 263|8 G A2636 11902,9 745) 0,5 orange variant rztrouvé <0,2% voirejamais dans medb
B 203[T A 12028 26,63 502] 0,905 rtose  |voriant rapparté comme possiblement pathogéne mitemop :reported
6 310(7 C T310C 2461,63 228 0,5 NB :tjs vérifier I'absence de redodance dans la liste des variansts du patient
7 311 c -311€ 2461,63 228| 0,5
8 489|T [ Ta83C 9€85,76 614 0.5
9 514/- (=) -514CA 473,49 111 08795
10 700|6 A G709A 219382 1993 0,5
11 7504 G A750G6 31772 1991 05
12 1303|G A G1303A 31604,8 1987 0,5
13 1438|4 G la14386 319439 1998 0,5
14 1888[6 A G1sssA 297502 1871 05 —
15 2706|A G A2706G 318386 1994 0,5
16 3243|A G 432436 22584,1 1830 0,5074
17 3921|C T 39211 310786 1999 0,5042
18 3954|C T C3954T 31604,6 1987| 0,5
19 4604|C A C4604A 18,09] 77| 09976
20 4769|A G A4769G 7785,92 489 0,5
21 49162 G 20166 312678 1998 0,5008
6461|A G A5461G 31848,2 1994 0,5
23 7028/C T c7028T 19152,7 1195 0,5
24 i G AB701G 141739 895 0.5
G ABE60G 129,47 16 05242
c T9540C 254106 1605 0,5008
B T9833C 31663.4 1989 0,5
G 31774,2 1993 0,5

Rl ] |

apres import du fichier Excel de sortie des vasant

Figure 71 : démonstration des variants tels quealises ans la feuille de résultats dédié
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Le but de cet outil « maison » est d’obtenir urraypide des variants avec une visualisation cleiirene
interface simple d’utilisation en routine. Cetteéogtion permet de détecter d’emblée les mutations

pathogéenes connues et de filtrer en quelque ses@mmoyenne 70% des polymorphismes (en vert).

De plus, et afin d’identifier les variations fréqument rencontrées dans le laboratoire, notamnesnt |
erreurs de séquencage BGEM®, nous avons constitué une base de données impiéenau fur et a

mesure avec les variants issus des différentssorun

Pour chaque patient, les variants non étiquetésSSER@RANGE, NOIR) sont importés dans ce tableau
permettant d’obtenir en un clic le nombre de fols ahaque variant a été observé dans nos séries et

d’éliminer les erreurs récurrentes. Figure72

0 p Q R
P4,3 freq P5,3 freq
-311C 4-311¢C |
A1438G 13|T794C 1
A3721G 2|A1438G 13
-4599A 1|ca604A
CAG04A 9(cs5024T 1
C8734A 2|c7098T 1
A8860C 11|A8860C 11
-12418A 4|-13046C 6
-13046C 6(C14766T 10
C14766T 10[A15992T 1

0

Figure 72 : tableau Excel des variant « in hougeur
chaque patients les variants inconnus sot rentre léa
tableau permettant de connaitre le nombre de foils @nt
été détectés dans le laboratoire (en orange lentsr
redondants)
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->La recherche de I'haplogroupe du patient dans Haplgrep

Au final grace aux opérations précédentes et emsmie dix minutes, ils ne persistaient que 0 arianes
a investiguer par patient, parmi lesquels une rigjode variants rares (<0,2%) dans « mtDB »
(ORANGE).

Dans un grand nombre de cas, les variants rard®B s présents chez un patient donné semblaiest tou
étre présents a la méme fréquence, et fait int#mgsétaient généralement portés par des indivighiis
avaient la méme origine ethnigue voire le mémedwplpe. Il est donc trés probable que ces dernier
soient des polymorphismes rares en lien avec ldgaplpe (polymorphismes rares dans la population
générale mais fréquents dans un haplogroupe domde)s avons donc décidé d'inclure la notion

d’haplogroupe dans la démarche d’interprétationvadesints.

Le logiciel « Haplogrep », consultable en lignernpet de reconstituer les haplogroupes a partiralligte
de variants, en se basant sur les données de émewrersion de l'arbre phylogénétiguehylotree
Build.16) grace a un algorithme dédié®SSBRANDSTATTER et al.2011).

L'utilisation de ce logiciel nécessite cependans diehiers .hsd. Ce sont des fichiers de texte léabu

comprenant 4 colonnes :

v L'identifiant du patient

v Larégion séquencée (tout ’TADNmt ou régions HVies)

v' L’haplogroupe attendu (optionnel) si I'origine eidue est connue
v

La liste des variants nommeés avec la position géqumrsuivie du nucléotide observé (ex 8860 G)

Pour chaque patient, un fichier .hsd a donc étérgéautomatiquement a partir de notre classeurl Eece
travail, permettant une consultation rapide duldaelogrep (figures 73) qui classe les variant attendus

ou non dans I'haplogroupe obtenu.

Les variations non attendues étaient ensuite adasséit en « hospot » : polymorphismes fréquents da
toutes les populations, « private mutation » : aratd fréquents dans d’'autres haplogroupes et alglob

mutation » pour les variants inconnus.
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Feuille de
génération du | |,
fichier .hsd 12

PIS TABLEAU ANALYSE VARIANT PAR PATIENT i - Microsoft Excel

Normal Insatisfaisant

me. satistaisant
sone

B C D E F G H J
testl "1-16569" 16051G 16182C 16183C 16189C 16519C 73G  152C 263G 315.1C 356.1C 8281d 8282d 8283
test2 "1-16569" 16224C 16311C 16519C 73G  146C 152C 263G 309.1C 315.1C 573.1C 573.2C 573.3C
test3 "1-16569" 16183C 16189C 16193.1C 162237 16278T 16362C 73G  260A 263G 309.1C 315.1C 489C -
Patient "1-16569" 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

PhyloTree.org - mtDNA tree Build 16 (19 Feb 2014)

Kulezynski (Defaut) ¢

13
14 l
16 I
17 l
18
19 I
o W tston o pahogeFeul el feul i Ciu) i o l iE}
Importation du 4
fichier .hsd du € > ¢ [ hups//haplogrepuibkacat
1 HaploGrep 2.0 - Division of Genetic Epidemiology - Medical University Innsbruck
patient
#0pen | 4 Load Tostdota | ™ Save | v Apply Besti
D & s a
e T & )=l% » omdnoten »
Organiser
8 Télechargement: =, pycoies durs (4)
) . 33 Dropbox
%) Photos iCloud ihndowe. (C)
— 339 Go libres 50r 50 Go
ST EeT— o secovees 00
[ — Oversouswy | Mo cusey | S|, . Groupe rsidenie 7 1,35 Golibres sur 12,3 Go
= HP_TOOLS (E)
pr ) —
i S 155 Go fores sur 199 Go
Windows (C:)
s HP_RECOVERY ([ - :”“"'"DD(F')
> ca HPTOOLS(E) — | S 430Go libres 50r 65 Go
o ToshibaHOD (), pgripnariques utilisant des supports de stockage amovibl... (1)
> e ADATA UFD (G?)
< ADATAUFD (6)
Nom du fichier:biblio ~
Bpeciea  Founa Remanng Feason
Y
A G || ™ Hecnercner

Renge. Heplogroup & | Quaity (%) = Stolus  Polymorphisms

116588, G2atd 627 foprank  16183C16189C 16193:1C 162237 162787 16362C 736 260A 104007 135636

1-16568, HzaZa &7 foprank  16224C 16311C 16515C 736 146C 152C 2630 309.1C 3151C 573.1CCC

1-16569, uzet 673 foprank | 73G 152C 310C 3407 506G 750G 14356 15116 2706G 3201C 4789G 52256 S426C B04ST 63320 70267 8860C 6350G 114676,

Rerk  RanknHG  Rankin Sample
0873 0458 0588

Liste des variants classés

Epected  Found Remaning = Fieason
152¢ yoz B 310c
340m yes 32NC ghobal privmutat.
£ yes 52256 obal priv el
7500 ves 926
14396 yez #60C bl privmutat
18116 yes
27066 yes
47696 =
s428C yez
60457 yos
70287 yer &

haplogroupe

UZe —27C s UZe1'2'3 — 340T

— U201

Figure 73 : Etapes de génération du haplogroupegimgue patient (images haplogrep)
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-2Investigation des variants non étiquetés dans « notmap » et les logiciels de
prédiction

Apres ces étapes de tri, les variants restant tigue¢és ont été analysés via « mitomap», par aeslge:

- lafréquence dans « mitomap »

- la conservation nucléotidique

- l'effet sur un ARN ou une protéine, synonyme ou non
- I'exploration des références bibliographiques.

- La prédictionin silico, pour les varians protéiques non synonymes.
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Output Torrent Suite® : Excel

Classeur Excel de
travail "maison”

Feuille de résultas : tri rapide surbrillance Fichier.hsd

/\

ROUGE VERT (env 70%) AUTRES

"Haplogrep"

l

Base de donnée

fants fréquent
: polymorphismes varan e
Mutations benins du laboratiore
seore gualies?
biais?
couverture?
Attendus ou
/ robablement
olymorphisme P 5
tras fréquent (env absentsou rares o] 2 - équgnts ™ benins
probablement 4-50%) DUAOn (env 5%)
benins/erreurs
+/‘ el = variants de signification inconnue +/'
Trea \ ‘/ a” ’
MITOMAP et bases de données

plus larges + /- in silico

Figure 74 : algorithme de traitement des variantsgar I'outil maison

2.3.4. Les mutations et nouveaux variants détectass notre série

Des mutations connues dont I'implication a été romde dans les cytopathies mitochondriales ont été
retrouvées (tableau 17 ci-dessous)
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Patient mutation taux
P13 m.3902_3908inv7 67%
pl5 m.12315G>A 67%
pl7 m.3291T>C 77%
p26 m.13513G>A 5,50%

Tableau 17 : Les mutations peu commues détedtées

La mutation m. 3902_3908inv7 est une inversion iquyant une séquence de 7 pb flanquée par deux
régions homologues. Elle a pour conséquence ldituims de trois acides aminés, respectant leecaer
lecture de la protéinMT-ND1: p.Aspl199Gly, p.Leu200Lys et p.Ala201Val. Cettatation a déja été
rapportée dans au moins deux cas de cytopathieshoitdriales avec déficit du complexe IUBUMECI et

al. 2000) (BAKELY et al.2006). Le ' patient était un adulte de sexe masculin se paigd’intolérance a
l'exercice et de myalgies et e*™ patient était une petite fille née avec une cangimpathie
hypertrophique, une encéphalopathie et une acidotique. Le patient P13 porteur de cette mutadiams
notre série se présentait avec une atteinte mstéeyque associant un diabéte, une surdité de piance
bilatérale appareillée, une déficience intelledeuddgere et une néphropathie glomérulaire ayaatuév

vers une insuffisance rénale terminale en attemgreffe.

La mutation m.12315G>A dans le geMT-TL2 codant pour 'ARNt (Leu) a été impliquée a I'état
hétéroplasmique dans des tableaux d'ophtalmoplégterne progressive avec myopathie et dans le
syndrome deKearns-Sayre (SHOUBRIDGE et al. 1997) (Fu et al. 1996) (VALENTE et al. 2009). Cette
mutation s’'est exprimée chez le patient P15 paropmealmoplégie externe et une myopathie des mesnbre

en plus d’'une atteinte du SNC a type d’ataxie adlébse, de syndrome extra- pyramidal et d'uneiturd

La mutation m.3291T>C, dans le gévi@-TL1 codant pour 'ARNt Leu a été largement décritejdars a
I'état hétéroplasmique (@0 et al. 1994) (G710 1995) . Il s’agit d'une des mutations responsablies
syndrome de MELAS et plus généralement de phénstgpbencéphalomyopathie mitochondriale. La
patiente P 17, porteuse de cette mutation a étéssgke dans notre centre dans le cadre d'une

encéphalopathie évoluant depuis I'enfance, assariéme épilepsie partielle et une hyperlactacidémie
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persistante. L'IRM objectivait une atrophie cérébrdiffuse sans Iésions focales ni épisodes évaqies
pseudo-AVC.

Enfin, la mutationm.13513G>Adu geneMT-ND5 a été décrite aussi a I'état hétéroplasmique dass
phénotypes de MELAS, de Leigh et dans des phénsiios hétérogenes avec entre autres, une attieinte
SNC, une cardiomyopathie et une atrophie optiguaNSKE et al. 2008). Le patient P26 porteur de cette
mutation présentait un syndrome parkinsonien atypftuctuant, évoluant depuis I'dge de 67 ans assoc
une paralysie supra-nucléaire progressive et utent neurovégétative (malaises, troubles veésico-

sphinctériens).

Au total, dans notre série 4 patients sur les @diés (soit 18%) étaient porteurs de mutationsAl@Nmt
confirmées pathogénes, ce qui est un bon rendediegiostique pour les pathologies mitochondriales.
Les quatre patients étaient des adultes mais demtrel eux avaient une présentation avec débubpesc
dans I'enfance (P13 et P17). En plus de ces muatatonfirmées, des variants de signification imcen
ont été trouvés lors de cette étude, il s’agit @palement de variants absents ou rares dans « mtDB
synonymes ou non, portés par des génes codantdpsW&RNt ou des protéines. Ces variants sont résumeé
dans le tableau 18 ci-dessous, ils sont encor@ers d’investigation. En effet, I'interprétation de type

de variants est tres difficile en I'absence destelt validation fiableg silico ou in vitro, applicables en
routine diagnostique. Une démarche de recherchiedpiiphique large et approfondie est indispensable
le raisonnement sur la pathogénicité de ces variantut divers paramétres dont I'effet sur la pnoe et

les prédictionsin silico lorsqu’elles sont disponibles, la conservation Iéntidique entre espéces, la
ségrégation familiale, I'appartenance ou pas ltgroupe du patient et le degré de fiabilité deemier,

le caractére hétéroplasmique ou homoplasmique dantale plus souvent, les variations pathogéoes s
hétéroplasmiques alors que les polymorphismes (ateprivés) sont plutét homoplasmiques. Néanmoins,
aucun de ces arguments ne peut a lui seul tranclaet a la pathogénicité des nouveaux variantscetre
régle n'est immuable. Par exemple, des mutatiomisoganes homoplasmiques existent et des sites non
conservés entre especes peuvent étre le siégetddans. Tout ceci rend compte de la complexitéest

I'énormité du travail d'interprétation des donnéésérees.
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mutation patients| taux score. géne effet frgq conservation( in silico
gualité mitomap
m.13922A>T|P10 | 3.6%| 24 |MT-ND5 232_’Y=>F 0 (0.00%) | 40.00% |Bénin
probablement
0 i non- 0 0 pathogéne
m.8490T7T>C | P11 91%| 7881|MT-ATPS8 syn:M=>T 17 (0.06%)| 20.00% Polyphen
0.78
non- probablement
m.15498G>A P11 100%| 31900| MT-Cytb svn'G=>D 10 (0.03%)| 88.89% pathogene
yn- Polyphen0.7
m.794T>A P19 100% 31540 MT-RNR1 |ARNr12S?| 42 (0.14%) 53.33%
m.3079G>A | P20 10.3%642 MT-RNR2 [ARNr16S | 0(0.00%) | 97.78%
m.578T>C P25 4.8% 78 MT-TF tRNA Phe?| 0(0.00%)| 91.11%
non- probablement
m.6120A>G | P28 100% 25548 MT-COl sy |=>V 6 (0.02%) | 93.33% pathogene
yn- Polyphen 0.9
m.9276G>A | P29 | 1009% 9286 |MT-COIIl 23:_'A=>T 5(0.02%) | 100.00% |bénin
m.13942A>G P29 | 100%| 27093|MT-ND5 2§:T=> A |32(0.10%)| 11.11%  |bénin
m.9490C>T | P30 | 27%| 3685 |MT-CoOIll 23:':0\=>V 18 (0.06%)| 48.89%  |bénin
m.7560T>C | P32 41.844655 |MT-TD f)RNA ASP| 4 (0.00%) | 95.56%
Tableau 18 : nouveaux variants détectés dansita sé
As A
P g Phe &
A 7585 A
e AT 7§
r
T-A oA T=1 A
A--T \G—C AC T A
7526G T-A o999 c
96~ T TATOC Tazsro 10%rr0a"  GaGe
A AAA(? -}?TAGGCTA CTCAAAééA ------ AG,‘\
CATTTC, . A ?‘; Ne22n
T--A A-T —» 618C
ACT @ 608G e
c-c S TIA e
T"AA GRIS: polymorphisme 611A «——GpA
A NOIR: mutations
GtcC

Figure 75 : localisation des deux variants suARSt, source dMamit-tRNA 8
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Quatrieme section : Conclusions et perspectives

La mise au point de la technique de NGS n’est pagptexe en soi quand on dispose du matériel adéquat
Cette technique est robuste et s'integre bien ttameutine de travail du plateau technique de lgji@o
moléculaire. Le traitement des données généréedgastment simple grace au logiciel fourni Torrent
Suite® qui est rapide et possede une interfacdefaatlaptée a I'utilisation de routine. Ce systeane
cependant I'inconvénient d’'étre fermé, supportant ge modifications et d’ajustements (boite noiltedst
difficile de décortiquer et de maitriser tous sagametres, rendant les actions sur le logiciellingigées et
donc difficile & adapter en fonction des besoirexi@ nomment été bloquant dans la compréhensitm de
non détection du variant a 3%, ce qui souligne pgamiance des collaborations biologistes-

bioinformaticiens, depuis I'avénement du NGS guiadése les champs de la biologie médicale seule.

Depuis sa mise sur le marché, l'efficacité du ségaur PGM® a été largement évaluéeABG et al.
2013) (QUAIL et al. 2012) (LIu et al. 2012), avec une justesse (accuracy) atteignan®9és pour les
substitutions nucléotidiques, mais celle-ci coneesuartout les variations ayant des fréquences étevdée
probleme que pose le séquencage de 'ADNmt estétaction des variants hétéroplasmiques faibles.
Plusieurs équipes ont rapporté une détection dantarqui pouvait aller jusqu’a 1% HS8 et al. 2015),
mais celle-ci semblait aléatoire d'un «run » aitfa dans les conditions de ce travail. Toutefibisst
indispensable d’étre au moins aussi performantlgueéthode de RFLP pour la détection des mutations
communes recherchées habituellement. Pour cetdisbtion des logiciels de visualisation est ie&3ante
car permet de vérifier directement sur les « realdsbsence de ces dernieres méme a des tauxdaibhhe
étude plus approfondie du processus et des algwélibio-informatiques de tri et de détection demwts
reste nécessaire, afin de bien situer les limit&ventuellement les corriger par I'utilisation grametres

plus adaptés a I'étude de ' ADNmt

Concernant I'annotation et le tri des variants dipdes donnée du systéme lon Torrent®, nous agptés
pour la mise au point d'un outil « maison ». Ereeffa recherche de mutations pathogénes dansiterge
mitochondrial est une application récente du NG&) tb manque d’outils dédiés. Ce dernier a étigsati

en premier lieu dans le domaine de la génétiquepdpalations pour établir les haplogroupes. Aidsi
logiciels publiques existent dans ce cadre-la, cemwhaplogrep » mais ne sont pas destinés a
l'identification et l'annotation des mutations. Dmus, établir les haplogoupes a des exigences de
séquencage moindre que celles du diagnostic ewlpgte humaine (importance moindre de la détection
des hétéropalsmies faibles). De ce fait, les odgldraitement des variants rapides et facileslidation,
adaptés a I'étude de 'ADNmt par NGS en routinexisint pas encore a notre connaissance. Les outils
qui émergent tel que mtTOOLBORCALABRESE et al. 2014), servant a trier directement les variants a
partir des fichiers .BAM ou VCF seraient tres iesgants s'ils n’étaient pas incompatibles avec
I'explorateur Windows et ne nécessitaient pas deriser les langages bio-informatiques (ici le lagg

Java).
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Par ailleurs et méme si le NGS a une bonne justiéssest pas encore considéré comme une techridgue
référence, les mutations retrouvées par NGS néesssune confirmation par les techniques
conventionnelles, classiguement par Sanger, maisdemier est limité dans la détection de
mosaiques /hétéroplasmies a des seuils faible2{%)- Dans ces cas-1a, la confirmation devra se faar
RFLP quand c’est possible, notamment pour les moagicommunes, sinon par technique de Surveyor®.
Ainsi, ces techniques plus anciennes ne servirgikrst d’outil diagnostiqgue de premiére intentionisna

resteraient indispensables a la confirmation mddéeudes mutations.

Enfin, l'interprétation des nouveaux variants rest& part la plus longue et difficile du travalg
séquencage de 'ADNmt peut générer plus de 50 ti@mi@ par patient, parmi lesquelles certaines sont
rares voir absentes des bases de données, netaatmpas de conclure quant a leur pathogénicitételia
difficulté réside dans la validation de ces nowegllariations et leur tri en mutations privées wers
polymorphismes rares. La mise en place de nowvsli@tégies et d'outils de validatiam vitro ou in

silico plus fiables et utilisables en routine devient ué@gtable nécessité.

L’analyse du génome mitochondrial est d’autant mlifcile que ce dernier code en majorité pour des

ARN sur lesquels il est moins facile de faire dexdjctionsin silico.

Concernant les cytopathies mitochondriales, ceilgmssedent I'avantage au méme titre que toees |
maladies métaboliques d’avoir un marqueur biochimid’activité enzymatique de la chaine respir&toir

qui peut étre étudiéa vitro.

Les cybrides restent un trés bon modéle pour ldidateon des nouveaux variants de 'TADNmt, en
analysant les conséquences de l'introduction dariation & étudier sur la chaine respiratoited(EZIANE
et al. 1998).

La PCR sur fibre unique a partir de biopsies muses a déja été utilisée par des équipes poueretnbr
une corrélation entre le taux de mutation et lralién de la fibre. Cette technique peut étre diestise
mais pourrait étre réactualisée, elle trouveraitigtérét dans la validation des mutations hét@splques
(SILVESTRI et al.2000).

Il va donc falloir adapter ces techniques d'étuftesctionnelles déja existantes a une utilisationspl
routiniére via des plateformes dédiées par exemPkci concerne de maniére générale toutes les
applications de re-sequencage par NGS en pathdhogiaine, que ce soit mitochondrial ou nucléaire du

s sz

fait de la masse importante de nouveaux variamiérég en un temps court.

Au final, le NGS malgré ses limites reste un trés bt rapide outil de diagnostic, il permet de digteles
mutations peu communes, avec un bon rendement, d88s, ce travail. Ce rendement est supérieur a ce
qui a été rapporté précédemment par d’autres ésg|(ge I'ordre de 7 %BANNWARTH et al. 2013). Ceci

peut s’expliquer par la petite taille de I'échdntil et la sélection sur des criteres histologiquesluisant a
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l'inclusion d'une majorité d’adultes qui sont plgsuvent porteurs de mutations de '’ADNmt que les

populations pédiatriques.

Les mutations peu communes n’étaient pas systgoaatient recherchées par technique de Sanger en
routine a cause de la taille importante de 'ADN¢6 kb). En cela, le NGS est d’'une grande aide
diagnostique, on peut discuter son utilisation empere ou en deuxiéme intention, aprées éliminatien
certaines mutations communes. En effet, si on densipar exemple le phénotype de MELAS il est da
dans 80% des cas a une seule mutation, la m.3242690% des Leber sont expliqués par les 3 mutation
les plus fréquentes. Néanmoins, le séquencagenstitie chez les patients de I'ensemble de leur DN

pourrait modifier ces chiffres, en identifiant deunelles mutations.

Le NGS est aussi utile pour le diagnostic des m#lgtsimples en précisant les points de cassures en
temps court, ce qui peut étre utile en cas de ddende DPN, méme si les risques de transmissian son

faibles.

En conclusion, la technigue de NGS est parfaitensef@ptée et devient indispensable a I'étude de
I’ADNmt en diagnostic de routine des cytopathiesoctiondriales. Néanmoins, cela nécessite un travail
d’interprétation plus long et plus fastidieux, aimg’'une expertise dans le domaine pour une bonne

interprétation biologique et la validation des gtdns retrouvées.
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Annexes

Annexe 1 : autres fonctions mitochondriales

L'’Apoptose

L'apoptose ou mort cellulaire programmée est lecgssus par lequel les cellules déclenchent leur
autodestruction. Elle a été mise en évidence plan kerr, Andrew Wyllie et Alastair Currie en 1972
(KERR et al. 1972). Elle correspond a une mort cellulaire pblggjique ou programmeée indispensable au
maintien de I'homéostasie tissulaire. Elle permeteéfet I'élimination des cellules endommagées ou
infectées et intervient dans le bon fonctionnemdnt systeme immunitaire mais aussi dans le
développement embryonnaire et le renouvellemesitilige. Contrairement a la nécrose, aucun prosessu
inflammatoire n’est mis en jeu et I'intégrité daembranes est conservée. L’apoptose peut étreténpolar

de nombreux stimuli (privation en facteur de cram=, exposition aux ultra-violets ou facteurs éxas
comme les anticancéreux) ou a l'inverse par I'mbeede signaux de survie. Selon ces différentsasign

on pourra distinguer deux voies de signalisatitmvoie des récepteurs de mort ou extrinséque aita
intrinséque qui fait intervenir la mitochondrie.dlété néanmoins démontré que les deux voies erdtai
complétement indépendantes et communiquaient eld®via des intervenants communs. La plupat de
signaux de mort convergent vers la mitochondrietiguit le réle d’'un centre intégrateur et exécuisaur
I'apoptoseFIGURE 1)(ESTEVE et al.2007)
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Figure 1 : les deux voies de signalisation
apoptotiques et mitochondries (ESTEVE et al.
2007)

L’activation de la voie extrinseque implique destpmes transmembranaires positionnées a la sutface
la cellule: les récepteurs de mort cellulaire.afigpartiennent a la superfamille du TNFR (Tumor Nsisr
Factor Receptor) et sont capables d'induire laacksapoptotique lorsqu'ils fixent les ligands appés
menant a l'activation des caspasesHi@RBURN et al. 2004) via le recrutement cytoplasmique d'une
protéine dite "adaptatrice" (FADD pour Fas-AssamiaDeath Domain), et d'une pro-caspase initiatrice
(pro-caspase 8 ou 10), pour former le DISC (Deadluting Signaling Complex). La pro-caspase initiatr

est alors activée au sein de ce complexe par auémpyse, et pourra a son tour activer les caspases
effectrices 3, 6 et 7.

La voie intrinséque mitochondriale ou voie du Hrest activée en réponse a des signaux intragedila
tels que les dommages a I'’'ADN, les signaux de si{ffegoxie, privation en facteurs sériques et dyies),
ou par la dérégulation de la transduction de signeontrdlant la prolifération cellulaire (stimuli
oncogeénigues). Au cours de celle-ci, la plupartsigsaux vont converger vers la mitochondrie. Saiten
stimulus de stress qui fait basculer la balancd frervie vers une issue fatale, de nombreux ctraegts

interviennent sur la mitochondri@JLIVIERI 2010) Selon lintensité et la persistance du stimulus, ce
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modifications mitochondriales peuvent conduire dédlube & un point de non-retour dans son chemin de
mort, pour aboutir finalement a la libération deeds facteurs pro-apoptotiques, comme le cytochrome
AIF (apoptosis inducing factor), I'endonucléase GSenac/Diablo (RsoLA and BERNARDI 2007).Les
mécanismes de libération de ces différents factpassent par une perméabilisation de la membrane
mitochondriale et impliquerait des protéines diataille Bcl-2.

La perméabilisation transitoire mitochondriale :
Plusieurs modéles ont été proposeés afin d’expligeeprocessus @OLA and BERNARDI 2007). Deux
d’entre eux se sont distingué récemment : le modi@lBTP (permeability transition pore) et le moctige
perméabilisation directe de la membrane externs.m@déles ne sont pas exclusifs et il est fort giteb
gu’ils coexistent. Le modelé du PTP repose suidtence d’'un complexe multiprotéique localisé aitess
de contact entre les membranes mitochondrialesnggeet externes EOMPTON et al. 2002). Durant le
fonctionnement mitochondrial normal, le PTP estmi&r ce qui permet le maintien du potentiel
membranaire mitochondrial essentiel a la syntlleS€P, donc a la survie cellulaire. Dans des caokt
apoptotiques, son ouverture prolongée, en provdgaadépolarisation de la membrane mitochondriale
interne et le gonflement de la matrice mitochamdriconduirait au déroulement des crétes et parila a
la rupture de la membrane mitochondriale exterms. mécanismes sous-jacents de ce phénomene ne sont
pas encore clairement élucidés. Le deuxiéme maqutejgosé est celui de la perméabilisation directtade
membrane mitochondriale en perdant leur intégritictirale et fonctionnelle provoquant «une
déchirure». Cette déchirure serait due a un aype tle pore que le PTP et impliquerait le groupe de

protéines de la famille Bcl-2.

La famille Bcl-2 (B cell lymphoma 2)
Ces protéines de localisation essentiellement amitodriale sont importantes pour la régulation des
processus de mort ou de survie cellulaire. Cetfeerfamille est composée de prés de 30 protéines,
possédant de 1 a 4 domaines d’homologie BH (Babddiogy), et subdivisées en trois catégories : un
groupe de facteurs de survie (Bcl-2-like), et dgtoupes de facteurs pro-apoptotiques (Bax-likd3ek3-
only). En fonction des stimuli de survie ou de ma#gs protéines vont agir de concert au niveawade |
membrane mitochondriale pour inhiber ou bien asévri’ouverture des canaux et la libération detefas

pro-apoptotique$ARBEL and $10SHAN-BARMATZ 2010)

Implication en pathologie humaine tumorale

A cause de son implication dans les voies de I'gs#pla mitochondrie possede un réle clé dans la
pathologie tumorale. Plusieurs observations onttréda dysfonction des mitochondries dans les leslu
cancéreuses, avec l'accumulation mutations de I'ADNune production excessive de ROS, et une
résistance aux deux voies intrinseque et extrirsségul'induction de I'apoptose. La question de §asio

ces marqueurs sont a l'origine ou la conséqueada ttansformation tumorale n‘est cependant pasren
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élucidée.. La mitochondrie intervient égalementsdbas processus cancéreux via son role de carrefour
métabolique, les cellules cancéreuses possedeatprdpriétés métaboliques qui la différencientade
cellule normale. En effet, celles-ci semblent pégier la voie de la glycolyse anaérobie au démknia
production d’ATP par phosphorylation oxydative aveau de la chaine respiratoire mitochondrialestc’'e
I'effet Warburg (WARBURG 1956). Ceci aurait un avantage sélectif pour &lslles en s’affranchissant des
conditions environnementales (concentrations en @@yr la production d’ATP et permettrait la mise a
disposition des métabolites intermédiaires delyaodyse pour les voies de la biosynthese, trevest
dans les tumeurs.

Tout ceci fait des mitochondries une cible théréipee intéressante et plusieurs études ont mowieda
sensibilité aux agents anticancéreux dépendaibictibnnement mitochondrial (MRTINEZ-OUTSCHOORN

et al. 2011). Plusieurs stratégies sont aujourd’hui endae pour adapter les chimiothérapies au profil
métabolique des cellules tumorales et/ou cibler atgsurs mitochondriaux de I'apoptose, comme par
exemple les protéines Bcl-2 ou I'inhibition de Kokinase, enzyme de la glycolyse et ce dans ledbut

neutraliser I'effet Warburg (MANE et al.2015).

Régulation de I'homéostasie du calcium :

La mitochondrie des cellules de mammiferes jouedlm important dans le stockage et 'homéostasie du
calcium. En effet, la prise de calcium par des afibmdries isolées a été mise en évidence des teesin
1950 (WATANABE and WLLIAMS 1953). Cependant, I'accumulation de calcium dassmitochondries a
longtemps été considérée comme négligeable dansoleditions physiologiques par rapport a celle du
réticulum endoplasmique.. Le réle prépondérantadmitochondrie dans la régulation des concentration
intracellulaires du calcium n'a été évoqué que plrsemment grace a la mesure du calcium dans les
mitochondries, rendue possible par la mise au mEntmarqueurs bioluminescents .Ces marqueurs sont
dérivés de molécules chargées qui s’accumulent twn®atrice mitochondriale. Il apparait qu’une
élévation importante des ions calciques cytosolqueut se produire dans plusieurs processus
physiologiques (la sécrétion, I'apoptose, la f@aion, la contraction...) et ce par différentes saie
signalisations. L’élévation cytosolique du calciymeut aussi étre causée par diverses circonstances
anormales : ischémie, trauma, etc... activant digeipases et phosphatases pouvant provoquer lad@ort

la cellule. Parmi les « dissipateurs » de calciytosolique existe le stockage temporaire du catems les
mitochondries, qui sera suivi d'un lent retour dénsytoplasme (phénoméne dgcling (FALCKE et al.

1999). Il y a cependant un seuil de concentratadaigque intra-mitochondrial qui ne peut étre dépasms
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mette en route de nouveaux mécanismes pathologidaasla production de ROS et la perméabilisation

de la membrane mitochondriale (ouverture du PTRjlgizant a la mort cellulaire BRGE et al.2001).

oMM

(RIEUSSET 2011)

Figure 2 : homéostasie calcique via les mécanismes
de transports mitochondriaux

La régulation du calcium intracellulaire mitochoiadipasse par divers transporteurs de la mitoati®nd
(figure 2). Au niveau de la membrane externe lagpart du calcium de fait liborement grace au VADC
gui laisse passer toutes les molécules de poidéamaire inférieur a 10 KDa. Au niveau de la membra
interne, le passage du calcium se fait par despmteurs spécifiques qui ne sont pas encore bien

caractérisés, on distingue :

Les transporteurs d’entrée mitochondriale du caiciu -
L'uniport calcique mitochondrial : utilise le gradit électrochimique établi par le potentiel de
membrane négatif (-180mV) généré par la forceoprobtrice et conduit le calcium a entrer dans la
matrice mitochondriale par le transporteur. Lasse de transport du calcium requiert un certain
seuil de concentration en calcium et en dessou&fea 300 nM, le calcium n’est pas transloqué

dans la mitochondrie par ce mécanisme.
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-Le RaM (Rapid Mode) : Il se différencie grécédent par le fait qu'il transporte le calcianviron
300 fois plus vite que le systéme uniport et pehdan temps trés court en réponse a une

accumulation de calcium (r6le de tampon).

Les transporteurs de sortie du calcium mitochohdria

- Efflux de calcium sodium-dépendant (NCE)e: mécanisme est prédomine dans les cellules non

excitables .Cet échangeur sodium/calcium électiggéntransporte 3 Na+ pour 1 Ca2+

-Efflux de calcium sodium-indépendant (NIGi) systéme Ca2+/2H+ : ce mécanisme est dominant
dans le foie, le rein, le poumon et le muscle lidistransporte les ions Ca2+ depuis la matrices ver

I'espace inter membranaire contre le gradient édebtmique calcique.

- Le systéme PTP (pore de perméabilité ttaing) peut aussi étre considéré comme un mécanisme
permettant la sortie de calcium en condition desstoxydant et va permuter le mode d’import de
calcium d’'un régulateur physiologique vers un sigiemort cellulaire. De plus, une accumulation
anormale d’ions calcium dans la matrice peut edenm déclencher I'ouverture du PTP devenant

agent pro-apoptotique

La régulation de 'homéostasie calcique passe éwgalepar les zones de contact de la mitochondee av
le réticulum endoplasmique appelées MAMs pour Mitoaria Associated ER Membranes. En effet, Le
réticulum endoplasmique, constitue le réservoin@pal d'ions calciques avec une concentration de
calcium de l'ordre de 0,5 & 1 mM au repos(Hannistentah,Combettes et al. 1995; Marhl, Haberichter et
al. 2000). Les MAMs permettraient entre autre dbiiter les liaisons entre le RE et la mitochomd de
favoriser les échanges directs de Ca2+ entre dex déseaux. De plus, le regroupement spatial des
mitochondries dans certains domaines de la celh@présente vraisemblablement un «tampon
physiologique » qui prévient et/ou retarde la pgatien de la vague calcique vers d’autres domahgsi

pourraient déclencher des réponses cellulairesppropriées.

Il est & noter qu’en plus de son rdle dans laledigm de la concentration cytoplasmique en calgilan
transport calcique mitochondrial est aussi impdrtaur réguler de nombreuses fonctions au sein méme
de la matrice mitochondriale et notamment dans &abvolisme énergétique. En effet, le calcium
mitochondrial est impligué dans l'activation deigraléshydrogénases du cycle de Krebs (pyruvate

déshydrogénase, isocitrate déshydrogénase&toglutarate déshydrogénase).
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La thermogenese

Dans toutes les mitochondries la respiration callelest couplée a la synthése d’ATP .Les mitochiesd

du tissu adipeux brun constituent cependant unpeatculier car elles auront au sein de ce tisse un
fonction thermogénique. Ce tissu est présent cbes tes Mammiferes a la naissance (localisation
majoritairement interscapulaire) puis devient istamt quelques semaines plus tard, sauf chezrgeuos

et les hibernants ou il persiste tout au long dédaadulte. Dans des conditions de basse tenypérde
systéme sympathique innervant le tissu brun etgrf@nt activé. La lipolyse intracellulaire est aegtée
ainsi que l'oxydation des acides gras. Paradoxaleménergie des oxydations n’est pas utilisée pour
synthétiser de I'ATP, elle est totalement dissipéas forme de chaleur. Il n'y a plus de couplageeen
respiration et synthese d’ATP. L’identification duécanisme de découplage de la phosphorylation
oxydative a été élucidé lorsque la protéine respoesdu phénomene a été isolée : 'UCP ( uncoupling
protein). L'UCP est insérée dans la membrane iptela la mitochondrie et elle permet la rentrée des
protons de I'espace intermembranaire vers la naatifis court-circuitent ainsi 'ATPase et le fluwed
protons entrant dans la matrice, via 'UCP, prodeita chaleur. C’est la thermogenése adaptative’ st
détectable que dans les adipocytes du tissu adipeux chez les rongeurs exposés au froid et clez le
hibernants lors du réveil. On a cependant identifiéz les tous mammiferes des protéines découplante
mitochondriales UCP2 et UCP3 (la premiere UCP éanmtmée UCP1), 'UCP2 étant exprimée dans de
nombreux organes a des niveaux variables (poumame uigestifs...) alors que I'expression de
I'expression de 'UCP3 est plus restreinte (musstpgelettiques et tissu adipeux brun). Leur roke pas

été clairement établi. Elles pourraient étre aetividrs d’'un stress oxydant.

ol

PrTT e ‘ '. - o~ : '_
ol

1

CHALEUR

Matrice

Figure 3 : découplage de la phosphorylation
oxydative et thermogenése
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Annexes 2 : expression clinique des cytopathies mahondriales

1: tableau des principales atteintes par systeme léa cytopathies mitochondriales

151

Atteinte
neuromusculaire

Hypotonie et grande acidose lactique néonatalee@généralement avant 1 an)

Encéphalomyopathie nécrosante subaigué (débutaétajément avant 1 an, parfois

plus tard)
Atteinte cognitive : régression psychomotrice, retaental, démence juvénile

Encéphalopathies épisodiques (déficit sensitivoaraeec troubles de la conscienge

et/ou de la vigilance) ou fixées

Epilepsie partielle ou généralisée (souvent séeepharmacorésistante), état de m
épileptique, myoclonies

Ataxie cérébelleuse

Pseudo-accidents vasculaires

Syndrome extrapyramidal et mouvements anormauxdqdie

Atteinte médullaire : syndrome cordonal postérisyndrome pyramidal

Migraine
Myopathie débutant parfois en période néonatalhydbmyolyse, myoglobinurie
récurrente, faiblesse musculaire, myalgie, fatiigbi a [I'effort, ptosis,

ophtalmoparésie
Neuropathie périphérique
Dysautonomie

=

Atteinte
neurosensorielle

Baisse d’acuité visuelle, hémianopsie latérale home ou cécité
Atrophie optique, rétinite pigmentaire
Hypoacousie

Atteinte cardiaque

Cardiomyopathie hypertrophique (plus rarement @dapouvant débuter dés la
période néonatale, parfois associée a une non-aiimpalu ventricule gauche
Bloc de conduction

Troubles du rythme (Wolf Parkinson White)

Atteinte hépato-
gastrointestinale

dysfonctionnement hépatocellulaire (syndrome d’Adpe

Hépatomégalie, cirrhose

Insuffisance pancréatique exocrine

Vomissements, diarrhée

Pseudo-obstruction intestinale chronique idiopathi(pdolescents > nourrissons)

Atteinte rénale

Tubulopathie proximale pouvant débuter dés la périzéonatale
Néphropathie tubulo-interstitielle (plus rare)

Atteinte
hématologique

Anémie sidéroblastique
Thrombopénie
Neutropénie

Atteinte
endocrinologique

Retard de croissance intra-utérin, retard staturdéral
Diabéte insulino et non insulinodépendant
Hypoglycémie

Déficit en GH, hypoparathyroidisme, hyperaldosténme
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2 : les principales associations syndromiques t#éscen lien avec une cytopathie mitochondriale

Disorder Primary Features Additional Features
. Alpers- * Hypotonia
Huttenlocher e Seizures * Renal tubulopathy
syndrome » Liver failure
e Ataxia
neuropathy
syndromes: | * SANDO . Epilepsy
Including * Other ANS: Sensory axol . pysarthria, and/or
MIRAS, neuropathy w/variab
SCAE, sensory & cerebellar atax,  *  Myopathy
SANDO,
MEMSA
» External ophthalmoplegia . _
e CPEO _ _ e Mild proximal myopathy
» Bilateral ptosis
» Bilateral deafness
« PEO onset at age <20 ye . Myopathy
css ¢ Pigmentary retinopathy . Dysphagia
e One _of the following: C§ ., piabetes mellitus
protein >1g/L, cerebella o
ataxia, heart block * Hypoparathyroidism
* Dementia
» Sideroblastic anemia
. childhood
Pearson . * Renal tubular defects
syndrome » Pancytopenia
« Exocrine pancreatic failur
* Infantile o _
myopathy an| ¢ Hypotoniain 1styearofli « Fatal form may be associated V
lactic acidosi « Feeding & respirato a cardiomyopathy and/or the Tq
(fatal & non difficulties Fanconi-Debre syndrome
fatal forms)
* Subacute relapsi
encephalopathy + Basal ganglia lucencies

* Leigh .
syn%rome . Qerebellar and brain st¢ . Maternal his_tory of neurolog
signs disease or Leigh syndrome
* Infantile onset
e Late-childhood or adu . .
. » Basal ganglia lucencies
onset peripheral neuropat
* NARP e Abnormal electroretinogram

¢ Ataxia

« Pigmentary retinopathy

Sensorimotor neuropathy
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Strokelike episodes at a
<40 years

Diabetes mellitus

Cardiomyopathy (initiall
hypertrophic; later dilated)

MELAS Seizures and/or dementia .
Bilateral deafness
Raggedred fibers and/( . .
lactic acidosis Pigmentary retinopathy
Cerebellar ataxia
Myopathy Dementia
MEMSA Seizures Peripheral neuropathy
Cerebellar ataxia Spasticity
Dementia
Myoclonus Optic atrophy
Seizures Bilateral deafness
MERRF , ,
Cerebellar ataxia Peripheral neuropathy
Myopathy Spasticity
Multiple lipomata
Subacute painless bilate
visual failure ]
Dystonia
LHON Males:females ~4:1

Median age of onset
years

Cardiac pre-excitation syndrome

[2)

CPEO = chronic progressive external ophthalmoplegia

KSS = Kearns-Sayre syndrome

LHON = Leber hereditary optic neuropathy

MELAS = mitochondrial encephalomyopathy with lacmdosis and stroke-like episodes

MEMSA = myoclonic epilepsy myopathy sensory ataxia

MERRF = myoclonic epilepsy with ragged-red fibers
MIRAS = mitochondrial recessive ataxia syndrome

NARP = neurogenic weakness with ataxia and redipitjmentosa

SANDO = sensory ataxia neuropathy, dysarthria, legdhtoplegia

SCAE = spinocerebellar ataxia with epilepsy
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Annexe 3 : imagerie cérébrale

Annexe 32 : Hypersignaux de la
substance blanche en coupe axiale
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Annexe 3C :
Annexe 3E : Spectroscopie cérébrale : doublet A : restriction de diffusion en région postériedsns un
de lactate pseudo-AVC aigu (hypersignal antérieur correspond a

pseudo-AVC ancien)

B : ADC augmenté en postérieur (phase aigiie du pseudo
AVC)
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Annexe 4 : déficits génétiques de cytopathies miteondriales

1 : les déficits nucléairgsource GeneReviews®)

156

| Génes | Mode de transmission
Geénes de structure de la CR
Complexe |
Syndrome de Leigh NDUFS1, NDUFS3, NDUFS4,AR
NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1,
NDUFA2 NDUFAF3
Encéphalopathie et cardiomyopathie NDUFS2, NDUFV2 AR
Pathologie néonatale |étale NDUFS6 AR
Encéphalomyopathie NDUFA1 Liée aI'X
Cardioencéphalomyopathie, forme infantile l1étal&lDUFA11 AR
Complexe I
Syndrome de Leigh SDHA AR
Phéochromocytomes et paragangliomes familial8OHB, SDHD AD
Paragangliomes familiaux SDHC AD
Complexe I
Hypoglycémie, acidose lactique UQCRB AR
Retard  psychomoteur sévére et sigh&sQCRQ AR
extrapyramidaux
Complexe IV
Encéphalomyopathie infantile COX6B1 AR
Complexe V
Encéphalomyopathie néonatale ATP5E
Geénes impliqués dans I'assemblage de la CR
Complexe |
Encéphalopathie progressive de début précoce NDUFAF2 (B17.2L) AR
Cardioencéphalomyopathie NDUFAF1 (CIA30) AR
Encéphalomyopathie C60rf66 (HRPAP20) AR
Pathologie néonatale létale C20orf7 AR
Complexe I
Leucodystrophie mitochondriale SDHAF1 AR
Complexe Il
Encéphalopathie, tubulopathie et insuffisand@CS1L AR
rénale, Syndrome de Leigh, syndrome GRACILE
Complexe IV
Syndrome de Leigh SURF1 AR
Insuffisance  hépatique et encéphalopath®&CO1 AR
néonatales
Cardioencéphalomyopathie néonatale SCO2 AR
Tubulopathie et encéphalopathie néonatglé30X10 AR
Syndrome de Leigh,
cardiomyopathie
Cardiomyopathie hypertrophique, Syndrome |d@OX15 AR
Leigh
Syndrome de Leigh LRPPRC AR
Encéphalomyopathie FASTKD?2 AR
Complexe V
Encéphalopathie de début précoce, dysmorphie ATP12 AR
acidurie méthylglutaconique
Encéphalocardiomyopathie TMEM70 AR
Encéphalomyopathie AIFM1 Liée a I'X

Geénes impliqués dans la traduction mitochondriale

| Mitoribosome |
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Agénésie du corps calleux, dysmorphie et acidp8RPS16 AR

lactique néonatale fatale

Oedéme cutané, cardiomyopathie et tubulopathiMmRPS22 AR
Maturation des ARNt
mitochondriaux

Myopathie, acidose lactique et anémie PUS1 AR

sidéroblastique

Atteinte hépatique TRMU AR
Facteurs d’élongation

Leucodystrophie infantile macrokystique avec | EFTu AR

micropolygyrie

Encéphalomyopathie, cardiomyopathie EFTs AR

hypertrophique

Encéphalopathie sévere avec acidose EFG1 AR

lactique/atteinte hépatique

Geénes impliqués dans la maintenance de ’ADNmt

AdPEO POLG1, POLG2, PEO1, ANT1,AD
OPA1, RRM2B

ArPEO POLG1 AR

MNGIE TP AR

Atteinte hépatocérébrale, syndrome d’Alpers | POLG1, PEO1, DGUOK]| AR
MPV17

Myopathie TK2 AR

Myopathie avec déplétion tres sévere RRM2B AR

Encéphalopathie néonatale avec acidémie SUCLG1, SUCLA2 AR

méthylmalonique

2 : Les mutations de I'ADNmt confirmégsource mitomap)

Spectre | géne Syndrome Mutations
MTATP6 LS / NARP T8993C
MTATP6 NARP T8993G
MTATP6 LS T9176G
i MTATP6 LS/FBSN T9176C
§ MTATP6 'aiggg'a/ NARP-likel 19185
g MTND3 LS T10158C
% MTND3 Ezolc LS-like Disease T10191C
E MTND3 LS / Dystonia / Stroke G10197A
E MTND4 LS C11777A
8 MTND5 LS T12706C
5 MTNDG6 LS G14459A
E MTND6 LS/Dystonia/Ataxia T14487C
:2; MTND1 MELAS/LS G3697A
§' . MTND5 MELAS/LS G13513A
gﬂ % MTND5 MELAS A13514G
w o
5239, MTTLL MMC A3260G
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MTTL1 MMC C3303T
MTTI MICM A4300G
2 MTRNR1 |DEAF C1494T
_ % § MTRNR1 |DEAF A1555G
[} P4 —
ggo |MTTSL gL A7445G
£9g precursor
Wl i W MTTS1 SNHL T7511C
048 DM/ DMDF / MIDD /
T '5 MTTL1 SNHL / FSGS / Cardiac | A3243G
% o multi-organ dysfunction
[l
MTTF MELAS/ MM G583A
MTTV AMDF G1606A
MTTL1 MELAS / LS A3243G
MTTL1 MELAS C3256T
MTTL1 MELAS T3271C
MELAS / Myopathy
MTTL1 Deafness + Cognitivy T3291C
Impairment
MTTQ MELAS/ encephalopathy | G4332A
MTTW LS A5537insT
C7472insC
MTTS1 E(&Euhfon/dé('\eﬂaDsE-liI/(eMOtor S 5
S (="7472insC'
I
I;: MTTK MERRF A8344G
% MTTK MERRF T8356C
E MERRF / MICM? DEAF
o) MTTK Autism / LS/ Ataxia + G8363A
= Lipomas
o MTTG PEM T10010C
L
% MTTH MERRF-MELAS/ cerebra G12147A
i edema
MTTL1 MM/CPEO A3243G
> MTTL1 MM A3302G
= MTTI CPEO/MS G4298A
E MTTI CPEO G4308A
~ MTTA Myopathy G5650A
E MTTN CPEO/MM G5703A
é MTTS1 MM / EXIT G7497A
=) MTTL2 CPEO/KSS G12315A
Z :
S |wTTE Reversible CON 114674C
S} eficiency myopathy
@)
E  |MTTE MM+DM ! 114700C
s Encephalomyopathy
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MTND4 Leber G11778A
MTND1 Leber G3460A
MTNDG6 Leber T14484C
MTND1 Leber G3635A
MTND1 Leber G3700A
MTND1 Leber G3733A
MTND1 Leber C4171A
MTNDA4L |Leber T10663C
MTND6* |Leber G14459A
MTNDG6 Leber C14482A
o MTNDG6 Leber C14482G
= MTND6 |Leber C14495G
i,’ MTNDG6 Leber T14502C
MTND6 Leber C14568T

Abbreviations;

AMDF = Ataxia, Myopathy, and Deafness;

CPEO = Chronic Progressive Ophthalmoplegia; DEAF/SNHL = Deafness/Sensorineural Hearing
Loss;

DM = Diabetes Mellitus;

DMDF = Diabetes Mellitus and Deafness;

FSGS = Focal Segmental Glomerulosclerosis;

MERRF = Myoclonic Epilepsy and Ragged Red Fiber disease;
MELAS = Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic acidosis and Stroke-like episodes;
MICM = Maternally Inherited Cardiomyopathy;

MIDD = Maternally Inherited Diabetes and Deafness;

LS = Leigh Syndrome;

MMC = Mitochondrial Myopathy and Cardiomyopathy;

MM = Mitochondrial Myopathy

MNGIE = Mitochondrial NeuroGastrolntestinal Encephalopathy;
PEM = Progressive Encephalomyopathy;

SNHL = Sensorineural Hearing Loss.

NARP
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Annexe 5 : stratégies diagnostique dans les cytop#ts mitochondriales

présentation clinique évocatrice

P ———

biologie : /lactates et

... Si spécifique
(Leber,Pearson) :
prélevement Sang

IRM : atteinte NGC,

7L/P
excrétion des dérivés de pseuflo-AVC Délétion ADNmt ou

Kreb SRM: pic lactates mutations Leber

rebs (ADNmt/OPA1)

biopsies tissulaires : histologie + enzymologie
études moléculaires
+
ADNmt : PCR logues/SB + qPCR

o ey Normale
délétion simple/duplication délétions multiples/dépletion :

mutations fréquentes
ADNmt RFLP Sanger

Y &«

études ADN nucléaire

- génes d'instabilité de 'ADNmt
- orientés par les complexes déficitaires?

Autres: complémentation fonctionnelle
BNpage : assemblage (SURF1?7)
Surveyor/mitoship

étude de Liaison
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Annexe 6 : table ASCII
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<SOH>
<STX>
<ETX>
<EQT>
<ENQ>
<ACK>
<BEL>
<BS>
<TAB>
<LF>
<VT>
<FF>
<CR>
<SO0>
<SI>
<DLE>
<DC1>
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Annexe 7 : Matériels et méthodes

I. Amorces et conditions des PCR longues:
Premier couple 15774pb:446F. ACATTATTT TCC CCT CCC ACT CCCATAC Tmé65.1
16220R TTG ATT GCT GTA CTT GCT TGT AAG CAT G Tm 62.2
Deuxiéme couple 16204 pd391F CAC GAG AAA GCA CAT ACC AAG Tm57.9
9027R GCC TGC AGT AAT GTT AGC GG Tm 59.4

Par échantillon (W) | Thermocycleur : Verity®
Tampon 10X 5

Programme:
Mgcl2 4 94° 5min 1 cycle
25mM
Dntp . 94°30 sec
2,5 mM chacun °

62° 30 sec 30 cycles

Amorce .
L1F 1 68° 13min
10pmol/pl
Amorce 1 72° 10 min 1 cycle
L1R
10 pmol/p Fin 4° infini
Eau dist 20.5
Takara LA Taq | 0.5
5U/ul
ADN 10ul (100ng)
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ii.Protocole de préparation de la librairie et ségucage

1. Digestion : Kit lon shear® : digestion d’'un total de 100ng d’ADN (suivre 1eMO du
kit)

Vortexer et centrifuger les tubes de réactif : BuftOX et enzyme et les laisser dans de la glace
(stockés normalement a 20°)
Préparer un tube ependorf par patient :
Y déposer un volume X (QSP 50ng) de chaque PCR21 et
Rajouter 5ul de Buffer 10 x

Xul eau (QSP35 avec vol ADN)

10ul d’enzyme

ADN PCR1 50ng | Vol X1(cf feuille de calcul)
ADN PCR2 50ng | Vol X2(cf feuille de calcul)
Buffer 10x S5ul

Enzyme 10l

eau nucléase free Vol N (35-X1-X2)ul
Total 50ul

NB : ne pas vortexer car mousse mais mélangepipéde
Mettre a 37° pdt 11 min PILE !' Au bain-marie
Stopper dans de la glace directement aprés

Rajouter 5ul de la solution STOP

Vortexer 5sec

Conserver les tubes dans la glace

2. Purification de la digestion: AMPure XP reagent®

Sortir les billes AMPure® du frigo +4° piece séqoem 30min avant la manip
Préparer une solution d’Ethanol & 70% extemporgsg 20ml)
Dans les tubes ependorfs :
* Rajouter 99 ul de billes AMPure® (1.8 x du volumeparifier) dans chaque tube :
mélanger x5 Aller/Retour
» Laisser incuber 5 min
* Placer sur le rack magnétique 3min (jusqu’a celgumilieu devienne limpide)
* Retirer le surnageant et le jeter
» Ajouter 500l d’éthanol 70% puis I'éliminer
» Reépéter une deuxieme fois puis laisser sécher Suarife rack
* Retirer du rack
e Eluer avec 30ul low TE (fourni avec lon Xpress @uspuis homogénéiser et laisser a TA
5min
* Placer sur la plague 3 min (jusqu’a ce que le mitlevienne limpide)
Récupérer le surnageant (25ul) dans un tube 0.2ml
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3. Ligation des adaptateurs et barres codes (kit lon lus®)
Se fait sur la quantité d’ADN récupéré (les 25dhslles tubes 0.2ml
Préparer le mix :
e 25ul d’ADN (récupéré)
e 10pl 10x ligase buffer (jaune)
e 2ullon P1 adapter (violet)
o 2ul dNTP mix
e 49ul H20
e 2ul DNA ligase (bleu)
e 8 pul Nick repair polymérase
Rajouter les 73ul du mix dans chaque tube 0.2ml
Rajouter ensuite individuellement : 2l lon Xpréssre code par tube (attention changer de gants
en manipulant car risque de contamination danentidication)
Lancer la réaction au thermocycleur Verity®: prognae ligation adaptateur shear : 25° 15min -
72°5min puis 4° <1h
Volume total de la réaction : 100l

4. Puification _puis _amplification _de la _librairie digérée et identifice : AMPure XP
reagent®

Transférer les 100ul de la réaction dans un epédiortifie
Ajouter 140 pl de solution de billes AMPure® dahsique tube
Laisser incuber 5min TA
Mettre sur le rack magnétique 3min (jusqu’a ce lgurilieu devienne limpide)
Eliminer le surnageant et rajouter 500 ul d’Eth 7084 éliminer, répéter une 2éme fois
Laisser sécher 5min puis sortir du rack
Pendant ce temps et pour chaque échantillon préparenix PCRPIlatinum high fidelityfourni
avec le kit lon Xplus®:

* PCR super mix high fidelity : 50 pl

» Library Amplification Primer Mix : 2ul
Homogeénéiser puis éluer les billes avec les 52prhku
Laisser a TA 5min
Remettre sur le rack magnétique 3min (jusqu’a elgumilieu devienne limpide)
Puis récupérer 50ul de I'éluat dans un tube 0.2ml
Lancer la réaction d’amplification fidele : thernyteur Veérity®, programme amplification
librairies : 95° 5min

5cycles de : 95°15sec+58°15sec+70°1min
4°pause

5. Purification de la librairie_amplifi€ée_pour récupérer les fragments d’intérét (150-
380pb) : AMPure XP reagen®
Ajouter 25ul de solution de billes AMPure XP rea®rdans chaque tube 0.2ml
Laisser incuber 5min a TA,
Placer 3 min sur la plaque magnétique
Récupérer 50 ul du surnageant (contient la lilrpidonc attention ne pas le jeter mais le
transférer dans un tube 0.2ml
Remettre 60ul de billes dans les nouveaux tubesl@@ur une nouvelle purification
Eliminer le surnageant une fois la séparation faitela plaque magnétique
Laver avec 150ul Ethanol 70% 2 fois et laisser séch
Eluer avec 50ul low TE et laisser incuber 3-5miRAapuis remettre sur la plague magnétique
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Récupérer 40ul de I'éluat (contient fragments @iiét) une fois la séparation faite dans un tube
0.2ml

lii.Parameétres du filtre des variants : indels atlsstitutions nucléotidiques

SNP indels

Minimum allele frequency 0
min_allele_freq

0.1
Minimum quality
min_variant_score

Minimum coverage
min_coverage

15
Minimum coverage on either strand
min_cov_each_strand

Maximum strand bias
strand_hias

0.9

UL

Minimum relative read quality 6.5
data_quality_stringency

Maximum common signal shift 0.3
filter_unusual_predictions

TpANInE
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Summary :

Diagnosis of mitochondrial diseases by sequendiagehtire mitochondrial genome using

"new generation sequencing” technology

Mitochondrial diseases are a group of genetic disr that arise from a defect of the mitochondrial
respiratory chain. The role of the mitochondriadpieatory chain is to generate ATP molecules, tladnm
cellular source of energy. It is composed of fivetein complexes (LI1111,1V,V), encoded by either
nuclear DNA or mitochondrial DNA. Mitochondrial diases are a group of clinically heterogeneous
disorders, commonly associated with the elevatifoh® lactic acid in the plasma or in the cerekgphal
fluid. It is noteworthy that the activity of mitoohdrial complexes can be measured in vitro, iruéssor
cellular cultures. However, the absence of metabddirangement and normal complexes activity do not
exclude the diagnosis. Molecular analyses are thst mfficient way to confirm mitochondrial disease.
However, molecular diagnosis is challenging becanfséhe extreme molecular heterogeneity. Indeed,
more than 250 nuclear genes have been implicatettitochondrial disease and this number is still
expanding. Moreover, sequencing of the entire rhibodrial DNA (16.5kb) is not realized in routine
laboratory work by Sanger method, which is a veqyemsive and long process. Thus, only few mutations
and large scale rearrangements are commonly iga¢st. In this project we aimed to develop the new
generation sequencing (NGS), a rapid and less simemmethod, to study mitochondrial DNA in
Bordeaux hospital. We have also evaluated the yielthis new technique to identify new mutationsin

group of patients, presented with clinical suspiad mitochondrial disease.
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Résumé:

Les cytopahies mitochondriales sont un groupe diadies génétiques dont I'origine commune est un
déficit de la chaine respiratoire mitochondrialett€ derniere a pour role essentiel de fournirei§ie
nécessaire a un fonctionnement cellulaire normas $orme d’ATP. Elle est constituée d’un ensemige d
complexes multiprotéiques dont les sous-unités sodées pour une petite partie (13 sous unitésjepar
génome mitochondrial (ADNmt), les autres par leagde nucléaire. Les cytopathies mitochondriales ont
une expression clinique trés hétérogene, le plusest multi-systémique, s’associant a des altératitu
bilan métabolique telle que I'hyper-lactacidémiezdt également possible de mettre en évidencéfieitd

des complexes de la chaine respiratoire par dodadeurs activités dans les tissus ou les cellates
cultures. Ces anomalies métaboliques sont ceperidantd’étre constantes et des bilans normaux
n'éliminent pas une cytopahie mitochondriale. Gecid compte de la complexité diagnostique de ces
pathologies, seules les explorations moléculairesemt formellement le diagnostic. Les études de
ADNmt étaient jusqu’a tres réecemment longues,teaées et loin d’étre exhaustives. Seuls les grands
réarrangements et quelques mutations ponctuelldss dommunes étaient recherchés en routine
diagnostique. L'objectif de ce travail était de treeten place au CHU de Bordeaux, la technique de
séquencage de nouvelle génération (NGS) pour Bétadide de 'ADNmt dans son ensemble, et ce pour
chaque patient suspect de cytopathie mitochondidas avons dans un second temps évalué I'apport
diagnostique de cette nouvelle technique dans @rie de patients, ayant une présentation clinigge t
évocatrice de cytopathie mitochondriale, et posglels les techniques conventionnelles n'avaiest pa
retrouvé d’anomalies de TADNmt

Discipline: génétique médicale

Mots clés : Cytopathies mitochondriales, génome mitochondséfjuencage de nouvelle génération
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