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3. Résumé  
La première étape dans la démarche diagnostique des maladies mitochondriales est l’étude 

exhaustive de l'ADN mitochondrial (ADNmt) par séquençage haut débit (NGS). Cette 

nouvelle technologie très sensible a révolutionné la pratique des laboratoires de diagnostic 

génétique. Elle nous a fourni une quantité énorme de données sur le génome humain. Les 

données récoltées nous ont entre autres permis d’évaluer la diversité humaine à travers les 

nombreux polymorphismes d’ADNmt, d’identifier de nombreuses mutations pathogènes 

connues permettant ainsi de diagnostiquer les maladies mitochondriales, et nous ont 

également confrontés au problème de l’interprétation des variants de signification inconnue.  

Distinguer les modifications pathogènes des polymorphismes représente un grand défi pour 

interpréter les variants mitochondriaux. Les substitutions de bases dans les gènes d'ARNt 

mitochondriaux (mt-ARNt) sont particulièrement difficiles à interpréter. Les variants mt-

ARNt sont des causes courantes de pathologie mitochondriale et sont associés à des taux de 

transmission élevés ce qui rend leur interprétation très importante pour pouvoir donner des 

conseils génétiques précis aux patients et à leurs familles. 

Les maladies mitochondriales s’exprimant principalement par des signes musculaires sont 

caractérisées par un taux d’hétéroplasmie plus élevé dans le muscle et dans les urines, et plus 

faible dans le sang et sur frottis buccal. Toutefois concernant le muscle, le taux 

d’hétéroplasmie quantifié est une moyenne des taux présents dans les différentes fibres 

musculaires qui composent l’échantillon. Or, sur une biopsie musculaire d’un patient atteint, 

un pourcentage variable de fibres musculaires peut présenter un déficit enzymatique en 

cytochrome c oxydase (COX-négatives) secondaire à la présence d’un variant pathogène. Ce 

déficit peut être mis en évidence en immunohistochimie. L’étude sur fibre unique permet 

d’isoler les fibres musculaires et d’y quantifier le taux d’hétéroplasmie d’un variant. La 

présence d’un fort taux d’hétéroplasmie dans les fibres COX-négatives, contrairement aux 

fibres sans déficit, est un argument fort en faveur de la pathogénicité de ce variant1. 

Actuellement, cette technique, considérée comme un « gold-standard », n’est pas utilisée en 

routine dans les laboratoires de diagnostic mais uniquement ponctuellement dans un cadre de 

recherche2,3. 

Nous décrivons ici la caractérisation de huit variants de l’ADNmt, dont trois nouveaux 

variants, chez huit patients différents. Ces patients présentaient un large éventail de 
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phénotypes cliniques : ataxie cérébelleuse, ophtalmoplégie chronique externe progressive, 

surdité et fatigabilité musculaire. Les six variants identifiés dans des ARNt (m.5672 T>C, 

m.12293G>A, m.590A>G, m.15958A>T, m.5703G>A, m.4327T>C) et le variant qui touche 

le gène qui code l’ATPase 6 (m.9166T>C) ont montré une bonne corrélation de la ségrégation 

du taux de mutation dans les fibres uniques COX positives et COX négatives avec le 

phénotype biochimique observé, confirmant ainsi leurs pathogénicité, tandis qu’aucune 

différence statistiquement significative n'a été observée pour le patient hébergeant les variants 

m.4935A> G dans le gène MT-ND2.  
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4. Introduction  
4.1 Les mitochondries  

Les mitochondries sont des organites cytoplasmiques, présentes dans presque toutes les 

cellules eucaryotes. Leur nombre varie en fonction des types cellulaires, des tissus et de 

l’espèce. Les hématies sont dépourvues de mitochondries tandis que les hépatocytes et les 

cellules musculaires peuvent en contenir plus de 2000. Elles incorporent environ 10% du 

protéome cellulaire4 et jouent un rôle central dans le métabolisme énergétique cellulaire. Elles 

se déplacent grâce au cytosquelette jusqu'aux sites de forte demande en énergie pour assurer 

l’apport énergétique nécessaire. Elles sont responsables de la respiration cellulaire et 

produisent l’énergie nécessaire à la cellule sous forme d’adénosine triphosphate (ATP), grâce 

au cycle de Krebs, à la phosphorylation oxydative (OXPHOS) et à la β-oxydation des acides 

gras. Les mitochondries produisent divers cofacteurs métaboliques (NADH, FADH2), jouent 

un rôle dans la biogenèse des clusters fer-soufre et sont impliquées dans différents processus 

tels que la communication, la différenciation, l'apoptose et la régulation du cycle cellulaire.   

4.1.1 Origine  

Selon la théorie endosymbiotique, il y a environ 1,5 à 2 milliards d'années, une cellule 

eucaryote primitive aurait absorbé une α-protéobactérie (une bactérie Gram négatif), celle-ci  

serait devenue une mitochondrie assurant une respiration "primitive" dans une cellule 

eucaryote hétérotrophe5. La double membrane de la mitochondrie serait quant à elle un 

vestige de la phagocytose initiale : la membrane interne repliée serait l’ancienne membrane 

bactérienne, tandis que la membrane externe proviendrait de la cellule hôte elle-même. Le 

génome de Rickettsia prowazekii présente de grande similitudes avec l’ADN mitochondrial ce 

qui rend ces bactéries très proches des mitochondries d’un point de vue évolutif. Les 

mitochondries ont perdu 99 % de leurs gènes au cours de l’évolution, la majorité de ces gènes 

ont été transférés vers le génome nucléaire. Ces gènes codent pour des protéines qui sont 

synthétisées dans le cytosol puis sont dirigées vers les mitochondries par le biais d’une 

séquence d'adressage située dans l’extrémité N-terminal de la protéine. Lors du transfert des 

gènes vers le noyau, les gènes redondants ont été perdus et certains gènes mitochondriaux 

n’ont pas pu être transférés. La nature fortement hydrophobe de certaines protéines 

mitochondriales, comme par exemple COX1 et CytB6, qui ne peuvent pas traverser la 

membrane mitochondriale, ainsi que la différence des deux codes génétiques nucléaire et 

mitochondrial, ont pu limiter le transfert de tous les gènes mitochondriaux. 
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4.1.2 Structure et dynamique  

Les mitochondries sont entourées d’une double membrane qui délimite trois compartiments : 

le milieu extra-mitochondrial (le cytoplasme de la cellule), l’espace intermembranaire et la 

matrice mitochondriale7 (Figure 1).  

Les deux membranes ont des propriétés totalement différentes : 

 La membrane mitochondriale externe contient un grand nombre de protéines 

membranaires, la nature des protéines mitochondriales dépend des espèces et des 

tissus considérés. Chez l'homme, les mitochondries cardiaques contiennent plus de 

615 types de protéines différents8. Ce protéome est sensiblement modifié à la suite 

d'une lésion ischémique cardiaque ce qui suggère que le protéome mitochondrial est 

régulé de façon vraisemblablement dynamique9. Les protéines possédant des signaux 

d’adressage mitochondrial sont importées dans la mitochondrie grâce aux translocases, 

ces dernières facilitent l’importation et le tri des protéines dans les sous-

compartiments mitochondriaux10. La membrane externe contient aussi des porines; ce 

sont des protéines transmembranaires qui permettent le passage des ions et des 

molécules hydrosolubles de masse molaire < 10.000 Da. 

 La membrane interne est très riche en protéines et quasiment imperméable aux ions et 

aux métabolites hydrosolubles. Les protéines y traversent vers la matrice 

mitochondriale activement. Elle comporte les différents complexes de la chaine 

respiratoire ainsi que l’ATP synthase. Elle est repliée et forme des invaginations 

appelées « crêtes mitochondriales ». Ces crêtes augmentent la surface de la membrane 

et la capacité respiratoire. Il y a une relation proportionnelle entre le nombre de crêtes 

et de replis et la production d’énergie. La morphologie des mitochondries, et 

notamment des crêtes, est variable d’un type cellulaire à l’autre et impacte le 

fonctionnement mitochondrial11. 

La matrice mitochondriale est constituée de différentes protéines mitochondriales (ribosomes, 

ARNs de transfert … etc.) et de plusieurs copies d’ADNmt12.  

Les mitochondries sont organisées en un réseau dynamique dans le cytosol de la cellule.  Le 

réseau mitochondrial est régulé par deux phénomènes : la fission et la fusion (Figure 2). 

La fission joue un rôle dans la division cellulaire, elle permet de répartir les mitochondries 

dans les cellules filles et d’isoler les organites défectueux afin qu’ils soient éliminés par 

autophagie (Figure 3-A). Le modèle de cycle de vie de la mitochondrie intègre la dynamique 

mitochondriale et le turnover ; la mitochondrie se déplace de manière cyclique entre un état 



  20 

Figure 2 : Fusion et Fission, From Dynamic 
Relationship of Mitochondria and Neurons 

Figure 1 : Représentation d’une 
mitochondrie 

post-fusion (réseau) et un état post-fission (solitaire) (Figure 3-B). La fusion est brève et 

déclenche la fission. Après une fission, la mitochondrie fille peut soit maintenir le potentiel 

membranaire intact (ligne rouge), soit se dépolariser (ligne verte). Si elle se dépolarise, il est 

peu probable qu'elle procède à une fusion ultérieure, à moins de se repolariser. Après avoir été 

dépolarisée et solitaire pendant quelques heures, la mitochondrie est éliminée par 

autophagie13.  

La fusion quant à elle permet une meilleure répartition des métabolites et des protéines ainsi 

que de l’énergie cellulaire produite : en effet, les cellules avec un métabolisme très actif ont 

fréquemment un réseau mitochondrial très connecté. Elle permet aussi de pallier aux 

déficiences de la chaine respiratoire dues aux mutations de l’ADNmt en apportant les 

protéines et les ARNs codés par des molécules d’ADNmt sauvages14.  

DRP1 est le principal acteur de la fission : cette protéine est relativement bien conservée entre 

les différentes espèces et chez l’homme. Elle est localisée dans le cytosol et est recrutée à la 

membrane externe mitochondriale par le biais de protéines adaptatrices. Elle s’oligomérise et 

permet la constriction des membranes suivie par la fission en deux mitochondries15. 

La fusion nécessite quant à elle la fusion des membranes externes puis des membranes 

internes. Les mitofusions MFN1 et MFN2, ancrées à la membrane externe par des domaines 

transmembranaires, permettent de fusionner les bicouches lipidiques des deux mitochondries. 
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Figure 3 : Dynamique mitochondriale 
A- Youle, R. J., & van der Bliek, A. M. (2012) : L'autophagie pourrait purifier le pool cellulaire de 
mitochondries si les composants délétères (fibres noires) étaient agrégés et séparés de façon 
asymétrique par fission dans un sous-ensemble de mitochondries. Les mitochondries saines (vertes) 
sont empêchées de fusionner avec les mitochondries atteintes (jaunes), celles-ci vont être dégradées par 
mitophagie.  
B- Twig G et al 2008 : Un modèle de cycle de vie de la mitochondrie intégrant la dynamique 
mitochondriale et le turnover. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3 La chaîne respiratoire et la phosphorylation oxydative 

La chaîne respiratoire est un ensemble de quatre complexes multiprotéiques ancrés sur la 

membrane interne de la mitochondrie. Les complexes CI, CII, CIII et CIV jouent un rôle dans 

le transport d’électrons et ils sont couplés au complexe enzymatique CV (ATP synthétase), 

qui catalyse la production d’ATP (Figure 4). 

 Le complexe I (CI) = NADH déshydrogénase (ou NADH coenzyme Q réductase) : 

premier complexe de la chaîne respiratoire, il est composé de 46 sous-unités (environ 

1000 kDa) dont sept codées par l’ADNmt (ND1 à ND6 et ND4L). Il oxyde le NADH en 

NAD+ tout en catalysant la réduction du coenzyme Q10 (ou ubiquinone) en Co Q10H2, 

ubiquinol qui est liposoluble, et permet le passage de 4 protons H+ de la matrice 

mitochondriale à l’espace intermembranaire.    

―NADH + CoQ10 + 5 H+ matriciels → NAD+ + Co Q10H2 + 4 H+ intermembranaires.  

 Le complexe II (CII) = succinate déshydrogénase (ou succinate coenzyme Q 

réductase) : il est constitué de quatre sous unités, toutes sont codées par le génome 

nucléaire. C’est le deuxième point d'entrée des électrons dans la chaîne respiratoire, et il 

fait partie du cycle de krebs. Il récupère les électrons du FADH2 et oxyde le succinate en 

fumarate tout en réduisant le CoQ10 en coenzyme CoQ10H2. Cette réaction libère moins 
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d'énergie que l'oxydation du NADH, ce qui fait que le complexe II ne contribue pas à la 

génération du gradient de concentration de protons.   

― Succinate + CoQ10 → fumarate + Co Q10H2. 
 Le complexe III (CIII) = le Coenzyme Q cytochrome C réductase : c’est un dimère de 

deux complexes formés chacun de 11 sous-unités, un cluster [2Fe-2S] et trois 

cytochromes : un cytochrome c1 et deux cytochromes b. L'atome de fer du complexe III 

oscille entre l'état d'oxydation ferreux (Fe+2) et l'état ferrique (Fe+3) permettant ainsi le 

transfert des électrons du Co Q10H2 aux molécules de cytochrome c (cyt c) localisées 

dans l’espace intermembranaire entraînant ainsi la réoxydation du Co Q10H2 en Co Q10 

et la réduction du cyt c. Quatre protons sont transférés par molécule de Q10H2 oxydée.                              

― Q10H2 + 2 cytochromes c oxydé + 2 H+ matriciels → coenzyme Q10 + cytochrome c 
réduit + 4 H+ intermembranaires.  

 Le complexe IV (CIV) = cytochrome c oxydase : c’est un complexe protéique de 200 

kDa composé de 13 sous-unités, deux groupes héminiques et des cofacteurs. Grâce à son 

site de liaison avec l’oxygène, il catalyse le transfert des électrons du cytochrome c à 

l’oxygène pour produire de l’eau. Il pompe quatre protons dans l’espace 

intermembranaire. 

― cytochrome c réduit + O2 + 8 H+ matriciels → 4 cytochromes c oxydé + 2 H2O + 4 H+ 

intermembranaires. 

 Le complexe V (CV) = l'ATP Synthétase : ce complexe se compose de deux sous-unités 

principales associées entre elles:  

 F0 : c’est une protéine polaire enchâssée dans la membrane interne, mobile dans le 

plan de la membrane et elle peut tourner autour d’un axe constitué par des sous-

unités de F1, d’où sa qualification de « rotor ».  

 F1 : c’est une sous-unité globulaire en contact avec la matrice mitochondriale, 

qualifiée de « stator », et elle comprend trois sous-unités β catalytiques 

responsables de la synthèse d'ATP. 

La synthèse d’ATP nécessite une membrane et un gradient de protons transmembranaire : ces 

deux prérequis sont nécessaires au fonctionnement de l’ATP synthétase. Les protons suivent 

le gradient électrochimique et traversent la bicouche lipidique au niveau des rotors FO, ce qui 

entraine leur rotation et provoque des changements de conformation des sous unités de F1 qui 

aboutira à la phosphorylation de l’ADP en ATP. Il y a donc conversion de l’énergie 

osmotique de gradient électrochimique en énergie mécanique de transconformation. 
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Figure 4 : La phosphorylation oxydative, d'après Kyoto Encyclopdia of Genes and Genomes, 2004 

 Le coenzyme Q (ou ubiquinone) : c’est une protéine qui permet la transition entre le 

complexe I ou II et le complexe III. Elle peut également accepter des électrons provenant 

du cytosol. 

4.1.4 Histologie conventionnelle  

Les maladies mitochondriales avec atteinte musculaire peuvent se manifester par des 

anomalies visibles par les colorations de base en anatomo-pathologie telles que 

l’hématoxyline-éosine et le trichrome de Gömöri. Ces deux colorations permettent une 

analyse globale du muscle et mettent en évidence certaines anomalies, non spécifiques, telles 

que des Ragged Red Fibers (RRF), accumulations sous-sarcolemmales de mitochondries 

(Figure 5-A).  

Les maladies mitochondriales peuvent aussi se manifester par une surcharge lipidique visible 

par la coloration noir Soudan. 

De plus, les techniques oxydatives étudient l’activité des différents complexes de la chaîne 

respiratoire mitochondriale sur tissu congelé. Les fibres de types I et IIA sont plus fortement 

colorées par ces techniques qui incluent principalement les colorations des enzymes COX et 

SDH. Bien que les activités COX et SDH puissent être étudiées individuellement, la 

coloration combinée de ces deux enzymes permet d’identifier et de préciser le taux de fibres 

déficientes en activité COX (Figure 5B).  
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Figure 5 : Coloration histologique conventionnelle 
A- Coloration de trichrome gomori avec RRF 
B- Coloration COX/SDH avec des fibres COX (–) en bleu-gris 

 SDH : succinate déshydrogénase (complexe II). Ce complexe de la chaîne respiratoire 

mitochondriale est entièrement codé par l’ADNn, son activité n'est généralement pas 

affectée par l'ADNmt altérée. 

 COX : cytochrome c oxydase (complexe IV). Ce complexe de la chaîne respiratoire 

mitochondriale est codé à la fois par l’ADNmt et l’ADNn. Les sous-unités catalytiques de 

la COX synthétisées par l’ADNmt sont essentielles pour l'assemblage du complexe IV, les 

altérations de l’ADNmt impactent le fonctionnement de ce complexe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.5 ADN mitochondrial   

Les mitochondries ont leur propre ADN : chez l’Homme, l’ADNmt est une molécule d'ADN 

double brin, extra chromosomique, circulaire, compact d’une taille de 16,569 kb, qui se 

réplique de manière autonome, héritée de la mère (les mitochondries proviennent toutes de 

l’ovule de la mère), codant pour 22 ARNt qui reconnaissent 60 codons, 2 ARNr et 13 

protéines. Ces protéines sont des sous-unités structurelles de la chaîne respiratoire 

mitochondriale, elles comprennent (Figure 6) : 

 La NADH déshydrogénase 1 (complexe I) : ND1 à ND6 et ND4L 

 Le cytochrome b (complexe III) : CYB 

 Le cytochrome c oxydase I (complexe IV) : COX1 à COX3  

 L'ATP synthase (complexe V) :  ATP6 et ATP8  

L'ADN mitochondrial code également pour certains peptides courts dont les rôles et les 

mécanismes d'action ne sont pas bien compris16. 

Chaque cellule contient plusieurs mitochondries et chaque mitochondrie contient plusieurs 

copies d'ADNmt. La majorité des protéines présentes dans les mitochondries (mitoprotéome) 
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sont codées par le génome nucléaire (on en compte plus de 1500) et sont ensuite importées 

dans le cytoplasme mitochondrial17.  

Le génome mitochondrial possède plusieurs caractéristiques: 

 L’absence d'introns et de séquences répétées 

 L'existence d'une seule région non-codante (taille ≈ 1 kb) : appelée boucle de 

déplacement ou D-loop. La D-loop contient les séquences nécessaires à l'initiation de la 

réplication et de la transcription de l'ADNmt. 

 Une molécule d’ADN deux brins avec : 

o Un brin lourd extérieur « H » (heavy), qui porte la majorité des gènes  

o Un brin léger intérieur « L » (light).  

La distinction léger/lourd reflète le contenu en guanine du brin, qui affecte le poids 

moléculaire. 

 Un code génétique qui diffère du code génétique du génome nucléaire. Pour l'ADNmt 

des vertébrés, les codons AUA et AUG codent tous les deux pour la méthionine, le 

codon UGA pour le tryptophane (il code pour un codon stop dans le génome 

nucléaire), ainsi que pour les AGA et AGG qui sont des codons stop (ils codent pour 

l'arginine dans le génome nucléaire). 

 Un empaquetage en nucléoïdes :chaque nucléoïde contient une ou deux molécules 

d'ADNmt18. 

 Un nombre de copies élevé : dans les cellules humaines, le nombre de copies d’ADNmt 

varie d’environ 100 copies dans le sperme à des centaines de milliers dans un ovocyte 

non fécondé. Le nombre de copies semble être étroitement régulé et peut varier dans 

certains types de cellules dans le temps, par  exemple le nombre peut augmenter dans 

les cellules musculaires avec l'exercice physique19. Bien que les mécanismes de 

réparation soient présents dans la mitochondrie, la réparation de l'ADNmt serait moins 

efficace que la réparation de l'ADN nucléaire. Ce manque de performance de la 

réparation est compensé en partie par le nombre élevé de copies de l’ADNmt qui 

protège contre les effets délétères des mutations stochastiques (aléatoires)19.  

 La notion d’hétéroplasmie : l’hétéroplasmie correspond au fait que ces copies 

d’ADNmt puissent ne pas avoir toutes la même séquence. 

 Une hérédité maternelle : comme l'ADNmt est hérité exclusivement de la lignée 

maternelle, il subit une recombinaison intermoléculaire négligeable, qui se manifeste 

au niveau de la population20, de sorte que les lignées d'ADNmt sont largement 

considérées comme clonales. La clonalité de l’ADNmt permet de faire les analyses 
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Figure 7 : Les deux modes de 
réplications de l'ADNmt (adapted 
from Brown et al, 2005) 

Figure 6 : La carte de l'ADN mitochondrial humain. By 
James B. Stewart  
OH and OL: Origins of heavy and light strand replication, 

respectively; ND1-ND6: Subunits of NADH 

dehydrogenase (ETC complex I) subunits 1 through 6; 

COX1-COX3: Subunits of cytochrome oxidase subunits 1 

through 3 (ETC complex IV); ATP6 and ATP8: Subunits 6 

and 8 of mitochondrial ATPase (complex V); Cyt b: 

phylogénétiques, les études médico-légales et les études de la transmission de 

mutations pathogènes de l'ADNmt au sein de familles. 

4.1.5.1 La réplication de l’ADNmt  

La réplication de l'ADNmt est réalisée par un ensemble de plusieurs protéines (le réplisome) 

comprenant notamment l'ADNmt polymérase-γ (Pol γ), une hélicase (Twinkle; également 

connue sous le nom de PEO1) et une protéine de liaison à l'ADN simple brin d'ADNmt, 

mtSSB. Deux modèles de réplication de l'ADNmt ont été proposés (Figure 7). Dans le modèle 

«déplacement de brin» ou «asynchrone», la réplication est initiée par la fixation d’une 

polymérase γ au niveau de l'origine de la réplication de brin lourd (OH, également appelé 

OriH), les deux brins se séparent au niveau de la boucle de déplacement (D loop) de l'ADNmt 

et la synthèse du brin lourd commence, en prenant comme matrice le brin léger, puis se 

poursuit dans le sens des aiguilles d'une montre jusqu’à ce que l'origine de la réplication du 

brin léger (OL) soit exposée, permettant ainsi à une autre polymérase γ de se fixer et à la 

synthèse du brin léger de se dérouler dans le sens inverse des aiguilles d'une montre jusqu'à ce 

que toute la molécule soit copiée.  
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Figure 8 : Hétéroplasmie de l'ADNmt et effet seuil. By James B. Stewart 

Des études sur les souris ont montré que les mutations dans des segments spécifiques de la D 

loop et l’origine de la réplication du brin léger réduisaient l’efficacité de la réplication des 

molécules d’ADNmt porteurs de ces mutations. Ces résultats appuient fortement le modèle de 

déplacement de brin21. 

Le deuxième modèle proposé est une réplication symétrique bidirectionnelle couplée des deux 

brins, elle pourrait se produire dans certaines circonstances cellulaires et en particulier dans 

les phases de croissance. La réplication est initiée à partir de multiples origines réparties sur 

un fragment 3ʹ de la boucle D et se poursuit dans les deux sens en « bulles » de réplication. 

4.1.5.2 Hétéroplasmie de l’ADNmt 

L’hétéroplasmie correspond à la présence d’un mélange ADNmt muté et sauvage dans une 

même cellule. Étant donné qu’il existe plusieurs copies d’ADNmt dans chaque cellule, quand 

les mutations affectent toutes les molécules, on parle d’homoplasmie. 

Le niveau d'hétéroplasmie peut varier entre les cellules d'un même tissu ou d'un même organe, 

d'un organe à l'autre d'une même personne et entre les individus d'une même famille. Si une 

mutation est pathogène, la cellule peut généralement tolérer un pourcentage élevé de ce 

variant avant que le seuil biochimique ne soit dépassé et qu'un défaut de la chaîne respiratoire 

ne soit détecté (Figure 8). En règle générale, ce seuil est supérieur à 80%, ce qui suggère que 

la plupart des mutations d’ADNmt sont haplo-insuffisantes1.  

 

 

 

 

 

 

 

Lors de la division cellulaire, les molécules d'ADNmt passent aux deux cellules filles. Si un 

variant hétéroplasmique est présent, alors, chaque cellule fille peut recevoir une proportion 

différente de molécules mutées. Ce processus s'appelle la ségrégation végétative et fournit une 

explication des changements observés dans le niveau d'hétéroplasmie dans les cellules en 

division, in vivo et in vitro (Figure 9). 

Pour les variants génétiques neutres, le niveau global de la mutation restera constant dans une 

population infinie, mais dans un pool fini de cellules en division, le niveau de mutation peut 

augmenter ou diminuer en raison d'une dérive génétique aléatoire. En revanche, si la mutation 
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Figure 9 : L'hétéroplasmie de l'ADNmt peut changer tout au long 
de la vie d'un individu. By James B. Stewart 

est pathogénique, elle impacte la fonction cellulaire et empêche ainsi la réplication ultérieure 

de la cellule : la sélection contre la mutation aura lieu au niveau cellulaire. Cependant, des 

cultures cellulaires ont montré que les mutations de l'ADNmt peuvent augmenter, diminuer, 

ou rester stable. Ces observations ne peuvent pas être expliquées uniquement par la dérive 

mitotique aléatoire d’ADNmt. Les mécanismes sous-jacents de la ségrégation des molécules 

d’ADNmt mutées ne sont pas complètement compris, mais il est possible que les gènes 

nucléaires influencent le schéma de ségrégation22. 

L'ADNmt est continuellement détruit et répliqué, même dans des cellules qui ne se divisent 

pas23, selon un processus appelé réplication relaxée (relaxed replication). Aucun mécanisme 

cellulaire n'existe pour garantir que chaque molécule d'ADNmt soit copiée en nombre égal, ce 

processus aléatoire peut entraîner des modifications significatives des niveaux 

d'hétéroplasmie dans certaines cellules. Cependant, s’il existait un biais en faveur (ou contre) 

un variant, cela influencerait le sens de la réplication relaxée et orienterait l’accumulation de 

l’un des variants moléculaires. Par exemple la délétion de l’ADNmt donne une molécule 

d’ADNmt plus petite que la molécule sauvage ce qui la rend plus rapidement répliquée. Cela 

pourrait conduire à un avantage réplicatif en faveur des petites molécules et expliquerait 

pourquoi les délétions s’accumulent avec l’âge24. 
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Il n’est pas clair si la cause réelle de l’augmentation du taux d’hétéroplasmie est une perte 

d'ADNmt de type sauvage, un excès d'ADNmt muté ou une combinaison des deux. 

L’hypothèse de maintien du type sauvage prédit une prolifération non sélective d'ADNmt de 

type sauvage et muté en réponse à un défaut moléculaire. Lorsqu’une mutation touche une 

molécule d'ADNmt, la cellule répond en répliquant la totalité du contenu en ADNmt pour 

rétablir l'équilibre. Le signal nucléaire initiant la réplication ne peut pas distinguer l'ADNmt 

muté du sauvage : cela entraînerait la prolifération de tout l'ADNmt dans la cellule ce qui 

engendrerait une augmentation de l’ADNmt muté. En réalité la réplication fidèle d'unités de 

ségrégation implique un rapport mutant sauvage fixe, mais des décalages se produisent lors de 

la rupture temporaire de la réorganisation des unités de ségrégation22, favorisant 

l’amplification des unités de ségrégations mutées. Quand le pourcentage des molécules 

mutées dépassera 50%, le mécanisme correctif de prolifération non sélective conduira à la 

réplication préférentielle de molécules mutées (au détriment de celles de type sauvage) 

jusqu’à ce que le seuil biochimique soit atteint et qu'un défaut de la chaîne respiratoire soit 

détecté. 

4.1.5.3 L'hypothèse de goulot d'étranglement génétique de l'ADNmt (bottleneck 

hypothesis)  

En termes simples, cela ressemble à un effet d'échantillonnage statistique, dans lequel de 

petits échantillons aléatoires prélevés dans une population plus grande contiendront des 

proportions variables d'un allèle particulier, et la différence entre chaque échantillon sera plus 

grande si la taille de l'échantillon est plus petite. L’hypothèse postule que seule une faible 

proportion du nombre total de génomes mitochondriaux est transmise de la mère à sa 

descendance (Figure 10). Le niveau d'hétéroplasmie peut changer de façon marquée pendant 

la transmission de la lignée germinale. Une mutation hétéroplasmique de novo pourrait 

devenir fixe et homoplasmique en deux à trois générations25.  

Il a été admis que le principal mécanisme qui régit l'évolution des niveaux d'hétéroplasmie 

dans les ovocytes était la dérive génétique aléatoire; les mutations agissent comme des 

variants neutres et se séparent sans biais sélectif. Mais l’analyse de la descendance suggère 

l’existence d’un mécanisme de sélection négative qui vise à limiter la transmission de ces 

mutations. Par exemple une mutation de l’ADNmt provoque un dysfonctionnement de la 

chaine respiratoire et perturbe secondairement le potentiel de la membrane mitochondriale. 

L’importation des protéines mitochondriales d’origine nucléaire nécessite un potentiel stable 

de la membrane mitochondriale. La perturbation de ce potentiel diminue l’importation des 



  30 
 

Figure 10 : Représentation schématique du goulot d'étranglement mitochondrial. By James 
B. Stewart, 2014 

Un grand nombre de molécules d'ADNmt sont présentes dans le pool maternel d'ADNmt 
(bouteille). La figure représente deux génotypes (cercles bleus et jaunes). La génération d'un 
ovocyte implique le sous-échantillonnage de seulement quelques molécules d'ADNmt du 
pool maternel d'ADNmt (seaux sur une bande transporteuse), qui seront transférées dans 
l'oocyte en développement et seront largement répliquées. L'effet de ce mécanisme de 
goulot d'étranglement mal compris est que la proportion des deux génotypes peut varier 
considérablement d'un ovocyte à l'autre. 

protéines mitochondriales nucléaires, entres autres celles qui jouent un rôle dans la réplication 

mitochondriale, limitant ainsi leur réplication. Ce mécanisme de contrôle favorise donc la 

réplication des mitochondries qui ont une chaine respiratoire intègre et donc ADNmt non 

muté.  

Chez les embryons de souris, jusqu'à environ 7,5 jours après le début du développement, 

l'ADNmt ne se réplique pas. Au-delà de ce point, le nombre de copies cellulaires augmente 

rapidement dans les cellules germinales embryonnaires en développement. La reprise de la 

réplication se produit au moment où le nombre total de génomes dans la cellule est au plus 

bas (Figure 11). À ce stade, les molécules d'ADNmt portant une mutation auront la plus 

grande influence sur la cellule, compromettant potentiellement la réplication de l'ADNmt et 

de la cellule germinale, altérant ainsi leur transmission. Mais ce filtre n’est pas parfait, 

certaines variations de l’ADNmt, par exemple celles qui n’impactent pas le potentiel de 

membrane, échappent à ce mécanisme de contrôle et certaines mutations apparaissent après ce 

point de contrôle 25,26. 
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Figure 11 : Le cycle de vie de l'ADNmt dans la lignée germinale femelle de souris. by James B. Stewart, 
2014. 
La quantité totale d'ADNmt reste inchangée du stade ovocyte au stade blastocyste, ce qui entraîne une 
dilution du nombre de molécules d'ADNmt par cellule à chaque division cellulaire. La ré-initiation de la 
réplication de l'ADNmt ne se produit qu'au stade post-implantatoire. À environ 7,5 E, un goulot 
d'étranglement physique avec un très petit nombre de molécules d'ADNmt par cellule a été signalé, puis la 
réplication reprend pour augmenter la teneur en ADNmt de l'embryon.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans la figure 12 : trois mécanismes sont proposés pour expliquer le goulot d'étranglement 

mitochondrial, la sévérité croissante fait référence aux conséquences cliniques d'un 

pourcentage plus élevé d'ADNmt mutant : 

a. La variabilité des niveaux d'hétéroplasmie est générée par la partition inégale des génotypes 

de type sauvage (bleu) et mutant (rouge) au cours de la division cellulaire. Cela conduit à une 

dérive accélérée des taux d'hétéroplasmie, qui résulte principalement de la réduction 

spectaculaire du nombre de copies d'ADNmt immédiatement avant l'expansion de la 

population de cellules germinales primordiales (PGC) (Cree et al., 2008).  

b. Chaque nucléoïde contient plusieurs copies d’ADNmt identiques. La variation de 

l'hétéroplasmie est générée par la ségrégation inégale des nucléoïdes homoplasmiques dans 

les PGC (Cao et al., 2007).  

c. La réplication d'une sous-population de génomes mitochondriaux conduirait également à un 

effet de goulot d'étranglement. Certaines données indiquent que cela pourrait se produire 

pendant la maturation postnatale des ovocytes (Waietal., 2008). 
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Figure 12 : Les 3 Modèles pour le goulot d'étranglement génétique de l'ADNmt, by James B. Stewart, 2014 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.5.4 ADNmt chez les populations humaines  

L’ADNmt est particulièrement étudié en génétique de population pour tracer et suivre la 

migration et la colonisation de la planète. Les spécificités de l’ADNmt à savoir ; la 

transmission uniparentale de l'ADNmt et l’absence de recombinaison intermoléculaire, font 

que les variants en son sein restent limitées à des groupes ethniques spécifiques. De nouvelles 

mutations de l’ADNmt sont apparues et continuent de se produire au sein de différentes 

lignées maternelles. Ces mutations initialement à l’état hétéroplasmique ont survécu au goulot 

d'étranglement génétique et se sont finalement fixées, après plusieurs générations, à l’état 

homoplasmiques au sein d'une lignée maternelle donnée. Ces études ont permis aussi de tracer 

le plus récent ancêtre (datée d'environ -150 000 ans) matrilinéaire commun à l’humanité par 

lignée maternelle. Situé en Afrique, il est connu sous le nom de l’Ève mitochondriale (Figure 

13).  

Les groupes d’haplotype similaire, qui partagent plusieurs variants communs, sont appelés 

haplogroupes, typiquement présents chez plus de 5% de la population. Par exemple des études 

récentes ont montrés que les niveaux d’ADNmt et d’ARNmt, la synthèse des protéines 

mitochondriales, les niveaux et l’activité de la cytochrome oxydase, la consommation 

normalisée d’oxygène, le potentiel et la capacité de croissance de la membrane 

mitochondriale interne sont différents entre les cellules cybrides de l’haplogroupe H (environ 

40% des Européens) et l'haplogroupe Uk (environ 25% des Européens)27. De même, certains 
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Figure 13 : Arbre phylogénétique des Haplogroupes de l’ADNmt humain. From wikipedia 

haplogroupes sont plus enclins à développer une défaillance multiviscérale suite à un sepsis 

(J, K, T) que d’autres haplogroupes (HV). Ceci laisse penser que l’exposition antérieure à une 

maladie infectieuse aurait conduit à la sélection de variants particuliers d’ADNmt qui auraient 

conféré un avantage en terme de survie28. En revanche, l’haplogroupe  HV, qui a un avantage 

en cas de sepsis, est un facteur de risque pour les maladies dégénératives tardives notamment 

la maladie de Parkinson (pléiotropie antagoniste)29. 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.5.5 Les pseudogènes mitochondriaux ou Nuclear mitochondrial DNA sequences 

(NUMTs) 

Ce sont des pseudogènes dans l'ADN nucléaire qui dérivent de l'ADN mitochondrial. Leur 

taille varie de 39 pb à la quasi-totalité de la séquence mitochondriale. Un total de 755 NUMTs 

ont été identifiés dans la version hg19 du génome humain de référence30. Par exemple, le 

chromosome humain 8 contient presque toute une séquence d'ADNmt insérée dans le premier 

intron du gène SDC231. Le transfert de matériel génétique mitochondrial dans le génome 

nucléaire des eucaryotes est un processus évolutif. Chez la levure, cela se produit lors de la 

réparation de cassures double brin par nonhomologous end-joining (NHEJ) repair ou par 

double-stranded breaks (DSB)32. L’ADN inséré subit des modifications, mutations 

ponctuelles, délétions, inversions, duplications et séquences déplacées. L'insertion de NUMTs 

n'est pas rare, chez l'homme, elle a été estimée à environ 5 × 10−6  par cellule germinale et par 

génération32.  

Les NUMTs peuvent contribuer à l’évolution des gènes mais ils ont été incriminés 

directement dans certaines pathologies génétiques. Ils peuvent interférer avec la détection de 

l'hétéroplasmie et entraver les études sur les maladies mitochondriales33. 
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Certains NUMTs viennent directement de l’insertion d’ADNmt tandis que d’autres sont 

probablement dus à la duplication de NUMTs précédemment insérés. Parmi ces NUMT 

identifiés quelques-uns (~ 4) seraient uniques  à chaque individu ce qui rend la situation 

particulièrement complexe.31 

4.2 Quantification de l’hétéroplasmie  

La caractérisation des séquences du génome humain mitochondrial et la quantification précise 

du taux d’hétéroplasmie sont importantes pour le diagnostic moléculaire des maladies 

mitochondriales. Différentes techniques ont été utilisées dont le séquençage Sanger, l’HPLC 

(High Performance liquid chromatography), la PCR digitale ou l’HRM (High Resolution Melt 

Profiling)34. Actuellement, nous utilisons en routine au laboratoire la PCR-RFLP fluorescente. 

Cependant, déterminer simultanément la séquence de l’ADNmt et les taux d’hétéroplasmie 

des variants identifiés avec une technique unique est l’objectif des nouvelles approches basées 

sur le NGS.  

La détection et la quantification précises de l'hétéroplasmie mitochondriale dépendent de 

plusieurs facteurs dont notamment la qualité du matériel de départ et la stratégie 

d'enrichissement initiale.  

4.2.1 Méthodes d'enrichissement de l'ADNmt 

Le type de tissu et la stratégie d'enrichissement influent sur le nombre de variants détectés, en 

particulier les variants de basse fréquence35. On peut diviser les différentes méthodes 

d’enrichissement en deux catégories principales, l’isolement et l’amplification. 

4.2.1.1 Isolement de l’ADNmt  

Il existe un risque de contamination par les NUMTs lors de l'isolement de l'ADNmt à partir 

des échantillons biologiques. Compte tenu du nombre élevé de copies de molécules d'ADNmt 

par rapport au génome nucléaire, la contamination n'aurait pas un effet important sur la 

détection des variations hétéroplasmiques avec une fréquence d'hétéroplasmie élevée. 

Cependant l'impact des NUMTs devrait être pris en compte lors de l’évaluation des taux 

faibles d'hétéroplasmie. 

Les méthodes d'isolement sont basées sur la séparation des organites afin d'obtenir des 

mitochondries intactes. Si on se base sur le rendement et la qualité de l’ADNmt (plutôt que de 

l’obtention de mitochondries intactes) on peut citer deux méthodes (Figure 14) : 
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Figure 14 : Les méthode 
d'isolement de l'ADNmt. From 
Mengqin Duan, 2018 

1. Centrifugation en gradient de densité : on peut utiliser la centrifugation différentielle pour 

séparer les différents organites de la cellule afin d’extraire l’ADN. Lors de la 

centrifugation, dans le gradient de densité, les organites flottent ou coulent en fonction de 

leurs densités. Le chlorure de césium (CsCl) est largement utilisé comme milieu neutre 

typique, car il empêche les organites de gagner ou de perdre de l'eau et maintient donc les 

mitochondries en bon état. La centrifugation dans un gradient de densité diminue 

considérablement la quantité d’ADN nucléaire et évite l'interférence des NUMTs. 

Cependant cette méthode est chronophage et nécessite une grande quantité d'échantillons, 

ce qui limite son utilisation. 

 

2. Capture Array : Les sondes de capture des cibles sont des oligonucléotides simples brins 

avec des séquences complémentaires qui s’hybrident sélectivement aux régions 

génomiques d'intérêt, utilisées en solution ou sur une surface. Les sondes de captures sont 

fixées de manière réversible soit sur un support solide soit sur une bille. La récupération 

des sondes permet le séquençage sélectif des régions génomiques d'intérêt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.1.2 Amplification de l’ADNmt  

Les méthodes de capture directe nécessitent une quantité suffisante d’ADNmt. Les biopsies 

musculaires ou autres n’en fournissent souvent pas assez, en conséquence, il peut être 

nécessaire d’amplifier les molécules d’ADNmt. 

 

 



  36 
 

1. Polymerase Chain Reaction (PCR), deux méthodes sont utilisées :  

1.1. La première méthode est appelée ‘primer-walking’ ou amorce en marche. Elle 

nécessite deux ou plusieurs paires d’amorces (multi-amorces) avec des régions 

d’amplicons qui se chevauchent. Cependant, la variation considérable de degré de 

couverture des différentes régions de l’ADNmt biaise la quantification 

d’hétéroplasmie.  

1.2. La deuxième méthode est la ‘long-range PCR’ (LR-PCR) ou PCR long fragment. 

C’est la technique choisie dans notre laboratoire, c’est une option très intéressante 

pour l'enrichissement de la totalité de l’ADNmt 36. L’ADNmt est amplifié en deux 

longs fragments chevauchants. Un couple de primers est localisé dans la région 

régulatrice (16024-576) qui n’est pas délétée, PCR-XL1, tandis que les primers de la 

PCR XL2 sont situés dans la région classiquement délétée (9411-9027). Après une 

purification pour éliminer les amorces de PCR, le produit PCR est mélangé 

(XL1+XL2) selon un rapport équimolaire.  

Ensuite, les produits issus des deux approches sont séquencés par séquençage massif 

parallèle. La couverture des produits de la PCR multi-amorces est meilleure dans les 

régions qui se chevauchent et elle est plus ou moins médiocre dans les régions uniques, 

tandis que la LR-PCR fournit une couverture harmonieuse dans tout le génome 

mitochondrial. Les deux techniques comportent les biais de la PCR.  

2. Whole Genome Amplification (WGA) ou Amplification du génome entier : c’est une 

méthode robuste pour l'amplification du génome entier, elle nécessite une quantité infime 

d’ADNmt de départ. Elle s’appuie sur l’amplification par PCR ou sur l’amplification 

isotherme : 

2.1. L’amplification par PCR 

 Primer-extension pre-amplification (PEP) 

 Degenerate oligonucleotide primed PCR (DOP-PCR) 

 Ligation-mediated PCR (LM-PCR) 

2.2. L’amplification isotherme 

 Multiple displacement amplification (MDA) 

 Multiple annealing and looping-based amplification cycles (MALBAC) 
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L’amplification isotherme regroupe un grand nombre de méthodes. Je développerai les deux 

méthodes les plus utilisées pour amplifier l’ADN mitochondrial. 

2.2.1 Multiple displacement amplification (MDA) ou amplification par 

déplacement multiple. Il existe deux kits commerciaux : 

1-REPLI-g Mitochondrial DNA Kit (Qiagen Inc.)37 (Figure 15) : 

 La réaction commence par une dénaturation alcaline douce et une hybridation 

d’amorces hexamères aléatoires (random primers) qui garantissent une amplification 

homogène sur tout le génome. 

 Une enzyme de haute-fidélité, la Phi29 ADN polymérase, assure une amplification 

isothermique (à température constante) de l'ADN et ne nécessite donc pas de 

thermocycleur. La Phi29 possède une activité 3′  5′ de relecture (proofreading) lui 

conférant un taux d’erreur 100 fois inférieur (taux d'erreur de 1 sur 106 à 107 bases) 

par rapport aux Taq polymérases classiquement utilisées dans les techniques de PCR 

assurant une amplification non biaisée du génome. 

 Lorsque la synthèse de l'ADN passe au site de départ suivant (primer suivant), la 

polymérase débranche le brin d'ADN nouvellement produit et continue son élongation. 

Ainsi, elle peut produire des amplicons d'ADN de grande taille (les brins générés par 

cette technique peuvent atteindre 100 kb). 

 Des amorces supplémentaires se fixeront sur les brins générés et un déplacement de 

brin sur la matrice nouvellement synthétisée aboutissent à un réseau d'ADN très 

ramifié. 

2-La méthode MitoRS (for Mitochondrial DNA analysis by Rolling circle amplification and 

Sequencing RCA).  

La méthode RCA est un processus d’amplification d’acides nucléiques ADN ou ARN 

circulaire basé sur la technique MDA. Elle est utilisée pour la duplication et la réplication de 

certains plasmides et génome de bactériophages et de viroïdes (une particule virale simple, 

composée d'un seul ARN circulaire sans capside). La RCA enrichit les modèles circulaires par 

rapport aux modèles linéaires. Cette méthode repose également sur les propriétés de l’ADN 

polymérase Φ29, qui possède une activité de proofreading et une processivité importante. La 

synthèse continue de l'ADN peut produire de multiples copies linéaires monocaténaires de 

l'ADNmt, appelée concatémère (Figure 16 (b,c)). En effet, la nature circulaire de l’ADNmt lui 

permet un enrichissement spécifique et efficace, un seul événement d’amorçage générera 

plusieurs copies de l’ADNmt (matrice circulaire). Alors que l’ADNn (matrice linéaire) 
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Figure 15 : Multiple Displacement 
Amplification process, By Fechner & 
McGovern, 2011 
La MDA se déroule en trois phases: 
primo, la liaison des amorces à la matrice 
d’ADN de l’échantillon, suivie de la 
synthèse de l’ADN réalisée par l’ADN 
polymérase ɸ29. Lorsque la synthèse de 
l'ADN atteint l'amorce suivante, le brin 
nouvellement formé est déplacé et 
fonctionne comme une nouvelle matrice 
illustrée aux étapes 4, 5 et 6 (Tindall & 
Kunkel, 1988). 

Figure 16 : RCA à multiples amorces pour la détection de génomes circulaires. from Reimar Johne et al, 
2009 
Les lignes bleues désignent les séquences d'ADN cibles, les lignes vertes représentent les amorces 
oligonucléotidiques et les lignes rouges représentent le nouvel ADN synthétisé par la polymérase. (a) 
Modèle linéaire et amorce simple. Après la liaison de l’amorce, la polymérase synthétise un brin 
complémentaire (b) Matrice circulaire et amorce simple. La polymérase synthétise un brin 
complémentaire commençant à l'amorce liée. Après un tour, l'amorce et le brin synthétisé sont déplacés 
et la synthèse de l'ADN se poursuit pour des tours supplémentaires. De ce fait, un long ADN 
monocaténaire concatémère est produit. (c) Amorces circulaires et matrices multiples. La synthèse est 
initiée à plusieurs amorces liées au modèle. La synthèse de l'ADN en utilisant le déplacement de brin est 
effectuée comme dans (b). Cependant, les amorces encore présentes dans le mélange réactionnel se lient 
au brin déplacé et sont utilisées comme points d'initiation supplémentaires pour la synthèse de l'ADN. 
Les produits multiples sont de longues molécules concatémères d’ADN double brin. 

donnera un rapport amplicon/matrice égal à 1 (Figure 16 (a)).   Compte tenu du faible besoin 

en matériel de départ (elle nécessite 5 ng d’ADN total), elle permet la quantification précise 

de l’hétéroplasmie dans des cellules uniques. Les amorces aléatoires et la RCA donnent une 

configuration universelle à cette approche, non spécifique à une espèce et insensible aux 

NUMTs et au polymorphisme de l'ADNmt. 
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Figure 17 : MALBAC. From Zong et al, 2012 
Les primers MALBAC (en rouge) sont 

composés d’une séquence connue de 27 

nucléotides, couplés à une séquence de 6 

nucléotides variables qui s’hybrident 

aléatoirement sur la matrice d'ADN 

génomique. La synthèse par déplacement de 

brin génère des semi-amplicons (amplicons 

partiels) qui subissent une dénaturation à 94 ° 

C. Dans les cinq cycles de pré-amplification, 

La fixation de nouvelles amorces sur les semi-

amplicons produit des amplicons complets et 

sur l’ADN génomique produit des semi-

amplicons supplémentaires. 

Pour les amplicons complets, l'extrémité 3 ' (en 

vert) est complémentaire de la séquence de 

l'extrémité 5' (en rouge). Les deux extrémités 

s'hybrident formant une boucle, ce qui peut 

empêcher l'utilisation de l'amplicon complet en 

tant que matrice, entraînant ainsi la réduction 

des biais d'amplification et garantissant une 

amplification presque linéaire.  

2.2.2 La méthode d’amplification MALBAC (Multiple Annealing and 

Looping Based Amplification Cycles)38 (Figure 17) 

La méthode MALBAC repose sur l’utilisation de primers spécifiques. Les primers sont 

composés de séquences de six nucléotides variables s’hybridant aléatoirement sur 

l’échantillon et sont couplés à une séquence connue de 27 nucléotides. La séquence connue 

des primers permet de générer des amplicons aux extrémités complémentaires, favorisant la 

formation d’une boucle. La boucle évite aux brins néo-synthétisés de servir à nouveau de 

matrice à la PCR et d’engendrer un biais d’amplification (contrairement à la MDA). Ces 

étapes d’amplifications quasi-linéaires sont répétées cinq fois, puis les amplicons sont 

amplifiés par PCR exponentielle classique, en amont du séquençage. La MALBAC favorise 

une meilleure couverture du séquençage avec des biais d’amplification minime. La quantité 

d’ADN initiale requise est faible et la polymérase Bst associée à un taux d’erreur de 1/10000 

bases.  
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Tableau 1 :  Comparaison des méthodes de détection de l'hétéroplasmie. Mengqin 
Duan,2018 

4.2.2 Les différentes approches de quantification de l'hétéroplasmie de 

l'ADNmt 

 

4.2.2.1 Séquençage Sanger :  

Méthode abandonnée, principalement à cause de sa faible sensibilité. Le seuil de détection 

d'hétéroplasmie par le séquençage de Sanger est de 15%. 

4.2.2.2 Méthodes basées sur les puces :  

Les sondes Oligo-nucléotidiques sont attachées à une surface (micropuce), puis ces sondes 

s'hybrident aux fragments à détecter. Il existe des puces pour la détection de la variation de 

l'hétéroplasmie des génomes mitochondriaux comme MitoChip (Affymetrix). Cette puce a 

une sensibilité de 99,75%, ainsi qu’une précision qui atteint jusqu'à 99,98%. Leur débit élevé 

et leur faible coût leur permet une application clinique diagnostique. 

4.2.2.3 Méthodes basées sur la PCR :  

Grâce à quelques changements subtils (fluorochrome et endonucléase, qPCR ... etc.), la PCR 

permet également la quantification de l’hétéroplasmie, en déterminant le nombre de copies 

amplifiées, même sur une cellule unique. La PCR a été conçue au début des années 1980 par 

un chercheur américain, Kary Mullis. Cette technique a révolutionné les approches 

expérimentales en biologie moléculaire et a largement supplanté les techniques de clonage. La 

PCR permet l’amplification in vitro d’une séquence d’ADN cible à partir d’un mélange

d’acide nucléique. Elle nécessite de connaître la séquence nucléotidique à amplifier pour 

pouvoir synthétiser un jeu d’amorces ou primers (oligonucléotides correspondants aux bornes 
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du fragment à amplifier) et de respecter les bonnes pratiques afin d’éviter toute contamination 

(port des gants, principe de la marche en avant …etc.).  

Toute mise au point d'une réaction PCR nécessite l'optimisation préalable des conditions de la 

réaction afin de parvenir à l'amplification sélective du fragment recherché. Les éléments 

essentiels à la réussite d'une réaction d'amplification par PCR sont : 

o Qualité et quantité d'ADN matriciel  

Avant toute analyse, les acides nucléiques doivent être extraits et purifiés. L’extraction est 

souvent réalisée par des méthodes enzymatiques ou chimiques. La quantité d'ADN de départ 

influe sur le résultat d'amplification, une quantité insuffisante d'ADN entrainera un rendement 

faible voire l’échec de l’amplification, alors qu'une quantité trop importante d'ADN peut 

conduire à la génération de signaux non spécifiques.  

o Qualité et quantité des amorces  

La réaction PCR nécessite l'hybridation d'amorces spécifiques sur la séquence que l'on 

souhaite amplifier. Cette hybridation spécifique est conditionnée notamment par la qualité et 

la quantité des amorces utilisées. Les amorces doivent répondre à certaines conditions :  

 Le pourcentage de GC doit être autour de 50%. 

 Ne doivent pas contenir de motifs répétitifs afin d’éviter l’hybridation non spécifique 

avec la matrice ni des séquences inversées répétées qui favorise la formation de 

structures secondaires dans l’amorce (structures « en épingle à cheveu »). 

 Ne doivent pas s’hybrider entre elles (auto-hybridation) et former des dimères 

d’amorces. 

 Les températures de fusion des amorces doivent être voisines et de préférences élevées 

pour éviter le risque d’hybridation non spécifique. 

 Les amorces sont utilisées à une concentration de 1μM ; une concentration plus élevée 

entraine une amplification non spécifique, et une concentration trop faible peut 

entraver l’amplification. 

o Les tampons de PCR et la concentration en MgCl2  

Les éléments constitutifs des tampons les plus communément utilisés sont:  

 Tris-HCl pH 8,3 : Il tamponne le milieu réactionnel pour optimiser l'activité de la Taq 

DNA polymérase.  

 MgCl2: L’ion Mg2+ est un cofacteur essentiel de la Taq Polymérase. Il tamponne aussi 

les charges négatives de l’ADN, diminuant ainsi la force de répulsion entre les brins 
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d’ADN et les primers, favorisant ainsi la stabilité de l'hybridation. Une trop forte 

concentration peut conduire à une hybridation non spécifique.  

 KCl ou (NH4)2 SO4 : K+ et NH4+ sont des cations monovalents capables d'interagir 

avec les charges négatives de l'ADN de la même manière que le Mg2+.  

o La température d'hybridation  

Les températures de dénaturation et de polymérisation sont fixes, seule la température 

d’hybridation devra être calculée pour chaque nouvelle PCR. Cette température d’hybridation 

dépend de la séquence en bases des oligonucléotides amorces. Elle est légèrement inférieure 

(environ de 5°C) au Tm (melting temperature) qui est la température de demi-dénaturation 

(Tm = la température à laquelle la moitié des molécules d'ADN sont dénaturées).  

Si le Tm est différent pour les deux amorces, il faudra prendre le Tm le plus bas comme point 

de référence. En cas d’amplifications non spécifiques, il faut augmenter la température 

d'hybridation par paliers de 2°C. L'utilisation combinée des ions monovalents K+ et NH4+ 

permet d'atténuer l'incidence de la température sur la spécificité de l'amplification, en 

facilitant l’hybridation et en permettant l'utilisation simultanée d'amorces de Tm différents 

(PCR multiplex).  

À forte température, l’ADN est susceptible d’être altéré et peut subir des cassures en raison du 

haut niveau énergétique et de la structure simple brin qu’il adopte. De plus lors de l’étape de 

dénaturation, l’augmentation de la température à 95 °C provoque la diminution du pH du 

milieu réactionnel. Cette acidification est responsable de la dépurination des matrices : la 

dépurination est une altération de l'ADN, une cassure de la liaison entre une purine (adénine 

ou guanine) et le désoxyribose auquel elle est attachée39,40. Pour pallier ces effets, le pH du 

milieu réactionnel est augmenté à 9,1 pour assurer une neutralité à haute température. 

L’utilisation d'adjuvants de type DMSO, glycérol, BSA et Tween-20 facilite la rupture des 

liaisons hydrogènes. Ceci permet d’une part de réduire la durée de la phase de dénaturation à 

quelques secondes (15 à 20 secondes) et d’autres part de dénaturer plus facilement les 

matrices d’ADN riches en bases GC, optimisant ainsi la PCR. Cependant à forte dose, ces 

adjuvants peuvent inhiber la Taq Polymérase d’où la nécessité d’adapter la concentration de 

ces adjuvant et de celle de l’enzyme Taq ou de favoriser les adjuvants qui ne présentent pas 

d'effet inhibiteur sur l’enzyme Taq. 

o La Taq Polymérase  

C’est une ADN polymérase ADN dépendante possédant une activité exonucléase (5’-3’) mais 

sans activité correctrice (3’-5’). Elle est moins fidèle que l’ADN polymérase I. La 
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thermorésistance de cette enzyme lui permet d’assurer l’élongation du brin complémentaire à 

une température optimale comprise entre 70°et 75°C. La Taq polymérase peut-être inhibée 

par plusieurs substances (inhibiteurs potentiels de la PCR) telles que : hémoglobine, 

immunoglobine G, lactoferrine, hème, SDS, phénol, etc. Ces inhibiteurs proviennent soit de 

l'échantillon, soit des réactifs utilisés dans les protocoles d'extraction et de conservation.  

La processivité d’une enzyme correspond à l’activité polymérasique 5’→3’. Lors de l’étape 

d’élongation des amorces, chaque molécule d’ADN polymérase catalyse l’addition d’un 

nombre variable de résidus nucléosidiques à l’extrémité 3’ du brin d’ADN avant qu’elle ne 

quitte le complexe de polymérisation. Ce nombre varie de 10 à plusieurs milliers de résidus 

(ex : ADN polymérase III, enzyme assurant la réplication des génomes procaryotes).  

La vitesse d’extension de l’ADN polymérase correspond au nombre de nucléotides incorporés 

par unité de temps. Dans les conditions optimales, elle est de 60 nucléotides/seconde pour la 

Taq ADN polymérase. Cette vitesse dépend, entre autres, de la présence d’une activité 

exonucléasique 5’→3’(exo+) et 3’→5’ de correction du dernier nucléotide incorporé 

(proofreading). Le proofreading améliore la fidélité de l’amplification mais ralentit la vitesse 

de synthèse, diminuant ainsi la vitesse d’extension et la processivité. Des enzymes sans 

proofreading (exo-) sont utilisées actuellement en PCR pour permettre une extension 

d’amorce rapide au prix d’une fidélité réduite.   

4.2.2.3.1 Cinétique de la PCR et PCR quantitative 

La réaction de PCR se déroule selon trois étapes cycliques : 

 La dénaturation : s’effectue à une température élevée (94°C), les liaisons hydrogènes 

reliant les 2 brins sont rompues par la chaleur et l’ADN double-brin devient un ADN 

simple-brin. 

 L’hybridation des amorces : s’effectue à la température d’hybridation. Durant cette 

étape les amorces se lient à la matrice. 

 L’élongation : s’effectue à une température de 72°C. Lors de cette phase la Taq 

polymérase incorpore les désoxynucléotides complémentaires du brin d’ADN matrice 

dans le sens 5’ 3’ 

 

La PCR est un processus d'amplification exponentiel de l'ADN, l'évolution de cette 

amplification peut être représentée par une courbe sigmoïde, qui peut être elle-même divisée 

en plusieurs phases (Figure 18) : 
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Figure 18 : Cinétique de PCR converties en logarithme décimal. From 
wikipédia 
La cinétique de type exponentiel apparait sous forme d’un segment de 
droite (segment quantifiable). 

Phase d’initiation 

1) Bruit de fond de la fluorescence aspécifique 

2) Zone où la mesure de fluorescence est biaisée par le bruit de fond 

Phase exponentielle 

3) Zone de la cinétique en phase exponentielle et mesurable sans biais 

 

Phase de plateau ou phase stationnaire au cours de laquelle il n'y a plus 

d'amplification. 

4) Zone de la cinétique où la polymérase devient un facteur limitant 

5) Phases d’amortissement puis de plateau, elles sont dues à l’apparition 

de facteurs limitants : l'épuisement des substrats (amorces, dNTP, etc), 

l'inactivation thermique progressive de l'ADN polymérase, effet 

inhibiteur sur la Taq par certains produits de la réaction d’amplification 

(pyrophosphate) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’analyse du résultat lors de la phase plateau à la fin du processus d'amplification, ce qu’on 

appelle une analyse en point final, n’est pas quantitative (Figure 19).  L’analyse du résultat de 

la PCR à 40 cycles objective des quantités d'ADN amplifiées similaires pour tous les 

échantillons. Or la concentration initiale de ces deux échantillons est très différente. Une 
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Figure 19 : PCR, analyse en point final 

vingtaine de cycles de PCR sont nécessaires pour pouvoir détecter des quantités significatives 

d'ADN dans l'échantillon bleu, alors qu'il faut plus de 30 cycles pour obtenir le même résultat 

à partir de l'échantillon rouge. Cela signifie que la concentration de départ de l'échantillon 

bleu est beaucoup plus importante que celle de l'échantillon rouge. 

Pour suivre l'amplification en temps réel, il est nécessaire de déterminer la quantité d'ADN 

produite par la réaction de PCR à la fin de chaque cycle : il s’agit de la PCR quantitative 

(qPCR). L’utilisation de marqueurs fluorescents permet de mesurer la quantité en temps réel. 

Plusieurs techniques existent pour faire une qPCR, à titre d’exemple SYBR Green, sonde 

d’hybridation ou d’hydrolyse. 

L'analyse en point final n'est donc pas appropriée pour déterminer la quantité d'ADN dans un 

échantillon. Si on veut utiliser la PCR comme méthode de quantification, il est nécessaire 

d'analyser le processus d'amplification de l'ADN lorsqu'il se trouve dans la phase 

exponentielle. Celle-ci est déterminée grâce à une gamme de cycles, permettant ainsi de faire 

une mesure quantitative de l’ADN initial à ce niveau. 

 

 

 

 

4.2.2.3.2 PCR-RFLP fluorescente  

La PCR-RFLP fluorescente est une technique utilisée dans l’analyse de fragments : une PCR 

avec une amorce marquée par fluorescence est désignée pour amplifier le fragment que l’on 

veut étudier. Dans le mélange de produit d’amplification on trouve des séquences sauvages et 

des séquences mutées. La mutation crée ou abolit un site de restriction au niveau de ce 

fragment. Ensuite, les produits d’amplification sont digérés par l’enzyme de restriction puis 

analysés par électrophorèse capillaire. Lors de l’analyse, La taille des fragments peut être 

déterminée avec précision à l'aide d'étalons internes (standard de taille) marqué avec un 

fluorochrome différent. L’étude des différents profils de migration des produits 

d’amplification digérés permet de séparer, de détecter et de quantifier les polymorphismes 

(Figure 20). La quantification se fait en mesurant l’aire sous la courbe des pics de 

fluorescence. Cette technique est sensible aux biais communs à toutes les techniques d'analyse 
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Figure 21: ARMS-qPCR. Mengqin Duan,2018 

Figure 20 : Principle of Terminal 
fragment length polymorphism (T-
RFLP) 

basées sur la PCR. La méthode n'est que semi-quantitative en raison de la variation du nombre 

de copies d’ADN. La limite inférieure fiable de détection des produits de PCR dans un 

mélange est d'environ 1%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2.3.3 Amplification Refractory Mutation System Quantitative PCR (ARMS-qPCR)  

C’est une PCR en temps réel avec un ensemble de trois amorces, amorce reverse commune 

(bleue) et deux amorces directes spécifiques à l'allèle (AS) (orange et verte) (Figure 21). La 

dernière base des amorces AS est désignée pour être compatible avec les bases altérées ou 

sauvage (orange G, vert A), tandis que les deux nucléotides immédiatement en 5 'du site muté 

(marqué en rouge) sont également modifiés pour augmenter le pouvoir de résolution des 

ARMS. Cette dernière modification augmente la limite de détection des variations à 0,1%41. 

Cette très grande sensibilité rend la différenciation entre artefacts de PCR et mutations 

authentiques de l'ADNmt impossible. 
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4.2.2.3.4 Single-molecule PCR (smPCR)   

La Taq polymérase introduit des erreurs lors de l’amplification de l’ADN, la smPCR a été 

conçue par Sykes et al, (1992) pour minimiser ces artefacts. Elle sépare les molécules d'ADN 

mutées et sauvages avant l’amplification. Sous certaines conditions de dilution (la dilution 

limite), chaque partition contient, au plus, une molécule d’ADN cible. L’analyse individuelle 

de la distribution des mutations à la fin de l’amplification permet ainsi d’indiquer si la 

mutation était présente dans le mélange avant le début de la PCR ou si cette mutation est 

introduite par la Taq polymérase lors de la réplication. 

4.2.2.3.5 Digital PCR (dPCR) ou la PCR digitale  

Basée sur la smPCR, cette technique permet l’amplification de molécules d’ADN uniques 

dans des compartiments indépendants (microplaque ou systèmes microfluidiques) et une 

détection automatisable des signaux de fluorescence. En calculant le rapport du nombre de 

puits émettant chaque couleur, il devient possible de quantifier la fraction d’ADN muté 

contenue dans l’échantillon sans avoir besoin de se référer à une courbe de calibration. La 

sensibilité de la dPCR dépend principalement du volume d’échantillon et du nombre total de 

compartiments que l’on peut analyser. La compartimentation à base de microchambres ou de 

microgouttelettes est plus sensible, plus économique et présente moins de contraintes 

techniques que les microplaques (Figure 22). L’utilisation d’une compartimentation de gènes 

et des réactifs de PCR dans une émulsion d’eau (gouttelettes aqueuses) ou dans de l’huile a 

permis d’augmenter le nombre de compartiment (théoriquement illimité) qui dépend du 

volume des gouttelettes et de l’échantillon42. En plus de sa grande sensibilité (~0.01%) pour la 

détection des variants, la dPCR a une très bonne sensibilité de détection des délétions de 

l’ADNmt43.  

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figure 22 : PCR digitale. Valérie Taly, 2012 
A- Comparaison entre PCR classique et PCR digitale sur plaque de microtitration 
B- La technique BEAMing : chaque goutte peut soit contenir un ADN matrice fixé sur une bille, 

soit ne contenir aucun materiel. 
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Figure 23 : Vue d'ensemble du séquençage en duplex, Michael W. Schmitt 2012 
A. Synthèse de l'adaptateur. 
B. Flux de travail du séquençage en duplex 
C. Correction d'erreur 

4.2.2.4 Méthodes basées sur les technologies de séquençage de nouvelle génération (Next 

Generation Sequencing ou NGS) 

Le méthode NGS génère de nombreuses lectures indépendantes pour chaque fragment de 

l’ADNmt, permettant ainsi la quantification de l’hétéroplasmie. Cependant, certaines 

plateformes de NGS possèdent des caractéristiques qui provoquent des erreurs systématiques 

et faussent ainsi la quantification. Les erreurs de séquençage, les erreurs d'assemblage et les 

artefacts de PCR ainsi que les autres limitations de la PCR génèrent de faux positifs. Le taux 

d'erreur des plateformes classiques est estimé entre 10−2 à 10−3 par appel de base. Ces erreurs 

de séquençage perturberont l’identification des mutations authentiques de l’ADNmt 

essentiellement quand le taux d’hétéroplasmie est bas.  

Il existe plusieurs stratégies de préparation de bibliothèques (library) pour accroître la 

précision des plateformes NGS, telles que la méthode de codage à barres moléculaire et de 

séquençage circulaire par consensus ou encore le séquençage en duplex (duplex sequencing).  

Le duplex sequencing (Figure 23) détecte les mutations avec des fréquences très faible (5 x 

10−8), une précision très élevée (10 000 fois supérieure par rapport aux méthodes de 

séquençage classique) et un taux d'erreur bas. Cette méthode est basée sur l’utilisation des 

étiquettes moléculaires et des adaptateurs de séquençage pour le marquage aléatoire de l’ADN 

double brin afin de reconnaître les lectures provenant de chaque brin d'ADN. La probabilité 

que deux erreurs complémentaires se produisent au même endroit exactement sur les deux 

brins est extrêmement faible. Les lectures générées seront analysées selon deux méthodes: 

l’assemblage de séquences consensus à brin unique (SSCS) et l’assemblage de séquences 

consensus duplex (DCS) afin de confirmer uniquement les variants présents dans les deux 

brins d'ADN. 
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Figure 24 : Signes cliniques observés dans les maladies mitochondriales. By A. Chaussenot 

4.3 Maladies mitochondriales  

Les maladies mitochondriales (MM) sont parmi les plus fréquentes des maladies 

métaboliques.  De nombreuses maladies impliquant un dysfonctionnement mitochondrial ont 

été identifiées, avec des variations impactant le génome mitochondrial ou nucléaire, touchant 

directement les gènes importants dans la production d’énergie ou altérant le maintien de 

l’ADNmt. Le double contrôle génétique mitochondrial et nucléaire rend ces pathologies très 

hétéroclites avec une très grande hétérogénéité clinique. Les MM peuvent toucher n’importe 

quels tissus et leur diagnostic est suspecté devant l’association illégitime de symptômes 

cliniques (Figure 24). Elles peuvent s’observer à tout âge et se transmettre par tous les modes 

de transmission : maternel, sporadique, récessif, dominant ou lié à l’X.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.1 Maladies mitochondriales secondaires à une mutation de l’ADNmt 

Le taux de mutations de l’ADNmt est 10 à 20 fois plus élevé que celui observé dans le génome 

nucléaire44. Une étude dans la population générale a montré que, sur les 10 mutations 

ponctuelles pathogènes d'ADNmt les plus courantes, un individu sur 200 en bonne santé, porte à 

de faibles niveaux d'hétéroplasmie l’une de ces mutations pathogènes45. L’amélioration sensible 

de la détection des mutations d'ADNmt soulève des questions sur la fréquence réelle des 

mutations d'ADNmt potentiellement pathogènes chez l'homme, sur la pathogenèse de ces 

mutations et sur les mécanismes qui contrôlent et modulent l’hétéroplasmie.  
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Des centaines de mutations ponctuelles différentes et de délétions d'ADNmt ont été associées à 

une vaste gamme de maladies qui se chevauchent cliniquement. Ces troubles peuvent se 

manifester de la naissance jusqu’au troisième âge46,47. Malgré la grande hétérogénéité clinique 

des maladies mitochondriales, certains phénotypes, symptômes cliniques et paracliniques, 

orientent vers des syndromes qui sont liés à des mutations bien connues de l’ADNmt (Figure 

25). Deux patients porteurs de variants pathogéniques identiques peuvent présenter un tableau 

clinique différent. Il n'y a pas de corrélation phénotype/génotype. Cette hétérogénéité clinique 

observée dans les maladies mitochondriales est due à plusieurs facteurs, entre autres le taux 

d’hétéroplasmie. Des études in vitro ont montré que le taux d’hétéroplasmie doit dépasser un 

seuil critique (généralement de 60 à 80%) avant que le défaut biochimique et que les symptômes 

cliniques ne puissent être détectés. Le seuil varie en fonction des mutations et des tissus/organes 

(certains organes sont plus vulnérables que d’autres). 

Les mutations homoplasmiques de l’ADNmt sont généralement à l’origine d’un défaut 

biochimique relativement bénin qui affecte souvent un seul organe ou un seul tissu (par 

exemple, les neuropathies optiques de Leber ou certaines surdités). Cependant, il existe des 

exceptions dans lesquelles les mutations homoplasmiques ont provoqué des maladies 

multisystémiques graves48.  

En revanche, les mutations hétéroplasmiques sont multisystémiques, les organes les plus 

touchés étant ceux qui ont une forte demande énergétique comme le système nerveux central et 

périphérique, les muscles, le cœur et les glandes endocriniennes. Il y a une corrélation entre le 

niveau d'hétéroplasmie ,  la sévérité clinique et le défaut biochimique des tissus affectés46. 
Les variants de l’ADNmt peuvent agir comme des maladies monogéniques ou peuvent 

fonctionner comme un allèle de risque pour les maladies complexes courantes. Des preuves 

suggèrent que des facteurs environnementaux et épistatiques, l'interaction existant entre deux ou 

plusieurs gènes, pourraient influer sur la manifestation et la pénétrance clinique de ces troubles, 

en particulier pour les mutations homoplasmiques d’ADNmt (Figure 26 ).   
Les très rares mutations hautement pénétrantes de l'ADNmt sont la principale cause de troubles 

héréditaires mitochondriaux. On distingue :  

 Les mutations ponctuelles :    

o Dans des ARN de transfert comme la mutation m.3243A>G (tRNAleu) 

responsable notamment de l'encéphalomyopathie mitochondriale avec acidose 

lactique et accident vasculaire cérébral like (MELAS) ou la mutation 
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Figure 25 : les principaux syndromes liés à des mutations de l'ADNmt. By A. Chaussenot, 2012 

m.8344A>G (tRNAlys) responsable de l’ataxie myoclonique et épilepsie avec 

ragged red fibres (MERRF)  

o Dans des sous unités protéiques comme la m.8993T>C (ATPase6 p.L156P) / 

m.8993T>G ATPase6 (p.L156R) responsable du syndrome de Leigh ou 

syndrome NARP en fonction du taux d’hétéroplasmie. 

 Les délétions de l’ADNmt : responsables principalement du syndrome de Kearns-Sayre 

et du syndrome de Pearson. Les délétions sont de taille et de position variables,  la plus 

fréquente est une délétion de 4 977 pb emportant différents gènes46 (Figure 25). Elles 

sont retrouvées à l’état hétéroplasmique dans le tissu musculaire dans le syndrome de 

Kearns Sayre mais sont à l’état homoplasmique dans tous les tissus dans le syndrome de 

Pearson. Elles n’affectent généralement qu'une génération. 

À contrario, les polymorphismes ont un faible effet sur le développement des maladies 

humaines communes, comme en témoignent plusieurs grandes études qui ont démontré l’impact 

des polymorphismes d’ADNmt sur la pathogenèse de la maladie de Parkinson29. Certains 

variants responsables de la neuropathie optique héréditaire de Leber (LHON) ne causent la 

maladie que s’ils sont associés à d'autres facteurs génétiques ou environnementaux. La 

pénétrance de ces variants est influencée par l’haplotype mitochondrial et nucléaire et par des 

facteurs environnementaux tels que le tabagisme49,50.  
Parallèlement, il a été démontré que les mutations somatiques de l'ADNmt s'accumulent avec 

l'âge.  Cette accumulation touche préférentiellement les organes impliqués dans les  maladies 

communes d'apparition tardive comme les maladies neurodégénératives19 
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Figure 26 : The range of mtDNA 
variation and its influence on human 
disease from Stewart and Chinnery 2015 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2 Maladies mitochondriales secondaires à une mutation de l’ADN 

nucléaire 

La majorité des protéines mitochondriales, dont le nombre total est actuellement estimé à plus 

de 150017, sont transcrites à partir de gènes nucléaires et sont traduites dans le cytosol avant 

leur transfert à travers la membrane mitochondriale. La majorité des maladies mitochondriales 

sont donc secondaires à des mutations de gènes nucléaires. Les gènes de structures, codant 

des sous unités protéiques des complexes de la chaine respiratoire (CR), ont été associés à des 

tableaux souvent multisystémiques, sévères et précoces. Les gènes d’assemblage, codant des 

protéines impliquées dans l’assemblage et le maintien des complexes de la CR, ont aussi été 

observés dans des atteintes multiviscérales ou neurologiques sévères. Les gènes impliqués 

dans la traduction mitochondriale appartiennent à trois classes fonctionnelles : les protéines 

des mitoribosomes, la maturation des ARNt mitochondriaux et les facteurs d’élongation et de 

terminaison. D’autres gènes sont impliqués dans la biogenèse mitochondriale (enzymes 

antioxydantes, chaperons, transporteurs, … etc.). Les gènes impliqués dans le métabolisme de 

l’ADNmt participent soit à la réplication et à la réparation de l’ADNmt soit à la régulation du 

pool mitochondrial de nucléotides.       

4.3.3 Stratégie diagnostique  

Le diagnostic des MM est difficile du fait de la grande hétérogénéité clinique rencontrée, il 

nécessite une stratégie particulière. Il existe plusieurs publications qui ont essayé d’établir des 
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scores en faveur d’une pathologie mitochondriale51. Les signes typiquement évocateurs d’une 

maladie mitochondriale sont :  

o Métaboliques : hyperlactatémie (> 2.5mM), élévation du rapport lactate/pyruvate 

(>20) et des corps cétoniques (3-hydroxybutyrate/acétacétate >3) … etc. 

o IRM cérébrale : atteintes bilatérales et symétriques ou calcification des noyaux gris 

centraux, atteinte diffuse de la substance blanche à type de leucodystrophie, pseudo-

AVC, présence d’un pic de lactate en spectro-IRM. 

o Histologie de la biopsie musculaire : la présence de RRF, fibres COX (-), surcharge 

lipidique, agrégats mitochondriaux sous-sarolemniques.  

o Biochimie de la chaine respiratoire : déficit de la chaine respiratoire en polarographie 

(consommation d’oxygène) et/ou en spectrophotométrie (activité enzymatique des 

complexes), défaut d’assemblage des complexes de la chaîne respiratoire (profil BN-

PAGE). 

La présentation clinique et paraclinique et le mode de transmission peuvent permettre 

d’orienter les explorations génétiques sur l’ADNmt ou nucléaire. Par exemple la présence de 

délétions multiples ou d’une déplétion orientent les analyses sur les gènes nucléaires 

impliqués dans la stabilité de l’ADNmt.  A l’opposé, la présence d’une délétion unique de 

l’ADNmt oriente vers le syndrome de Kearns-Sayre ou Pearson.  

Devant la présence d’arguments cliniques et paracliniques évocateurs d’un syndrome 

particulier, on peut réaliser une recherche ciblée de la mutation/délétion. En l’absence de 

syndrome particulier évoqué, le screening de l’ADNmt est une étape indispensable, réalisé par 

séquençage haut débit. Le panel de gènes nucléaires peut être proposé en deuxième lieu si le 

screening de l’ADNmt est négatif ou d’emblée si le tableau clinique et paraclinique est 

évocateur d’une atteinte nucléaire. 

4.3.4 Classification des variants de l’ADNmt  

L’étude exhaustive de l’ADNmt par séquençage haut débit (NGS) est une première étape dans 

la démarche diagnostique. La mise en place récente de cette nouvelle technologie 

révolutionnaire a permis d’augmenter fortement le rendement d’identification des mutations. 

Cependant, en plus de mutations pathogènes connues, le NGS met en évidence de nombreux 

variants dont la signification est actuellement inconnue. Un enjeu majeur pour obtenir un 

diagnostic fiable est donc l’interprétation de l’impact clinique de ces nouveaux variants rares, 

ce qui se révèle très difficile.  
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Comme les mutations de l'ADN mitochondrial sont beaucoup plus élevées dans la population 

que ne le sont les mutations de l'ADNn, le génome mitochondrial héberge un grand nombre 

de modifications de bases neutres ne présentant aucun signe de pathogénicité. L’abondance de 

polymorphismes neutres nécessite que le rôle pathogène de nouvelles mutations associées à 

une maladie humaine soit établi au-delà d'un doute raisonnable. Des critères de pathogénicité 

permettent de classer les variants de bénin à pathogène. Yarham et al ont établi un score de 

pathogénicité pour les variants touchant les ARN de transfert (Tableau 2). Ce système de 

notation est basé sur des critères canoniques de pathogénicité, il est essentiellement utile pour 

décider quelles mutations de mt-ARNt est plus intéressante à étudier par les techniques gold 

standards qui sont chronophages. 

Critères en faveur d’un effet pathogène : 

 Fréquence :  les variants pathogènes sont rares contrairement aux variants bénins 

fréquents. Actuellement la base de données la plus utilisée est mitomap52.  

 Conservation inter-espèce : le changement de base affecte le plus souvent un site 

conservé au cours de l'évolution et d'importance fonctionnelle. 

 Hétéroplasmie / Effet Seuil : c’est un des critères majeurs de pathogénicité. Les 

mutations délétères sont généralement hétéroplasmiques, bien que quelques 

mutations pathogènes soient homoplasmiques.  

 Une bonne corrélation du taux d’hétéroplasmie avec atteinte tissulaire ou cellulaire est 

généralement observée. La charge mutationnelle peut atteindre le seuil pathogène 

dans certains tissus mais pas dans d’autres. De plus, la proportion d'ADNmt muté 

devrait être plus élevée dans les tissus des individus affectés que dans les mêmes 

tissus de leurs parents non affectés. 

 Transmission maternelle : après la fécondation, l’ADNmt des spermatozoïdes est 

dégradé ce qui implique que l’ADNmt est hérité de la mère. Par conséquent, une 

mère portant une mutation de l'ADNmt peut la transmettre à tous ses enfants, mais 

seule sa fille le transmettra à sa progéniture. Une recherche de la mutation causale 

peut être réalisée chez les apparentés maternels et en particulier chez la mère du cas 

index pour confirmer le caractère familial ou de novo de la mutation. L’analyse de la 

ségrégation de la mutation et de son degré d’hétéroplasmie peut être très informatif 

pour le conseil génétique et pour déterminer le caractère possiblement délétère du 

variant de l’ADNmt. 
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Tableau 2: Le système de notation de la pathogénicité. From John W. Yarham et al.2011 

 Les colorations histochimiques des enzymes COX et SDH : présence de fibres 

déficientes en activité COX ou de RRF.  

 Adéquation avec le déficit biochimique : La proportion d'ADNmt muté devrait 

ségréger avec le défaut biochimique. Plus le taux d’hétéroplasmie est élevé plus le 

déficit biochimique est marqué. 

 Quantification de l’hétéroplasmie sur fibre unique et/ou sur cellules cybrides : elles 

sont considérées comme le gold standard des investigations et sont indispensables 

pour classer un variant comme définitivement pathogène.  

 Outils de prédictions in silico : MitoTIP est un outil in silico pour prédire la 

pathogénicité de nouveaux variants d’ARNt mitochondriaux. Il est basé uniquement 

sur les fréquences dans les bases de données, la nature du changement de nucléotide 

(transversion / transition / suppression) et le score de conservation. Aucun 

d'antécédents cliniques, ni de données sur l'hétéroplasmie, ni d'études fonctionnelles 

ne sont inclus. 

Les variants qui touchent les ARN ribosomiques (ARNr) mitochondriaux et les protéines 

mitochondriales sont actuellement très difficiles à interpréter, nous avons peu d’informations 

qui permettent de distinguer les modifications pathogènes des polymorphismes. Pour les 

protéines nous utilisons les outils de prédiction PolyPhen-2 et SIFT qui prédisent l’impact 

possible d’une substitution d’acides aminés sur la structure et la fonction d’une protéine 

humaine. Ces outils sont plus adaptés pour les variants nucléaires que mitochondriaux. 
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5. Objectif du travail de thèse 
Les maladies mitochondriales (MM) sont les plus fréquentes des maladies métaboliques. Ces 

pathologies étant très hétérogènes sur le plan clinique, seule l’identification de mutation(s) de 

gène(s) nucléaire(s) ou de l’ADN mitochondrial (ADNmt) permet de confirmer le diagnostic. 

L’étude exhaustive de l’ADNmt par séquençage haut débit (NGS) est une première étape dans 

la démarche diagnostique. La mise en place récente de cette nouvelle technologie 

révolutionnaire a permis d’augmenter fortement le rendement d’identification des mutations. 

Cependant, en plus de mutations pathogènes connues, le NGS met en évidence de nombreux 

variants dont la signification est actuellement inconnue. Un enjeu majeur pour obtenir un 

diagnostic fiable est donc l’interprétation de l’impact clinique de ces nouveaux variants rares, 

ce qui se révèle très difficile. Le nouveau cheval de bataille des laboratoires experts est donc 

la mise en place de nouveaux outils d’interprétation. Ce travail de thèse s’inscrit dans cette 

perspective. 

Le but de l’étude est de mettre en place un nouvel outil diagnostique afin de proposer un 

conseil génétique fiable et une prise en charge adéquate des maladies mitochondriales 

secondaires à une mutation de l’ADNmt. Une partie de ce travail s’est intégrée dans le 

protocole de recherche biomédical intitulé « Mise en place d’une technique de quantification 

d’ADN mitochondrial sur fibre musculaire unique comme outil d’interprétation des variants 

de signification inconnue dans les maladies mitochondriales » permettant l’inclusion de 

cinq sujets éligibles atteints de maladies mitochondriales. La caractérisation des variants chez 

les patients testés permettrait aussi bien de poser un diagnostic définitif que d’orienter la prise 

en charge thérapeutique et le conseil génétique familial.  

L’outil diagnostique repose sur une technique qui consiste en une première étape de 

microdissection par laser des différentes fibres musculaires suivie d’une deuxième étape de 

quantification du variant à partir de chaque fibre. Cette deuxième étape nécessite une mise au 

point spécifique pour chaque variant identifié.  

Une PCR-RFLP fluorescente a été mise au point pour chaque variant, le fragment amplifié 

était compris entre 200 et 400 pb et englobait le variant étudié. Ce dernier crée ou abolit un 

site spécifique d’une enzyme de restriction, l’introduction de mismatchs au niveau des 

amorces a parfois été nécessaire pour obtenir un site de restriction. Plusieurs conditions de 

PCR ont été testées pour valider les conditions optimales quantitatives pour chaque variant. 

Une fois les conditions validées, les produits des PCR fluorescentes sur fibre unique ont été 

analysés sur l’analyseur de fragments ABI3100 Genetic Analyzer, en utilisant Liz400 
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(Applied Biosystems) comme marqueur d'alignement, pour s’assurer de la réussite de 

l’amplification et de la bonne taille du fragment amplifié. Ensuite, Les fragments de réaction 

d'amplification réussis ont été digérés avec l'enzyme de restriction appropriée et analysés à 

nouveau avec ABI3100 Genetic Analyzer. Les charges mutationnelles ont été quantifiées à 

l’aide de GeneMapper (V.4.0) en calculant les surfaces des pics (aire sous la courbe).  

Cette technique a été appliquée chez les huit patients et les résultats sont décrits dans la 

publication qui suit. Cet article est en cours de finalisation avant soumission au journal 

« Human Mutation ». 
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ABSTRACT 

Whole mtDNA sequencing is now systematically used in clinical laboratories to screen 

patients with phenotype suggestive of mitochondrial disorders. NGS has significantly 

increased the number of pathogenic mtDNA variants identified. In the same time, the number 

of VUS has increased even more and their interpretation remains challenging. Correct 

classification of variant pathogenicity is essential for an optimal patient management 

including treatment and genetic counselling. 

Here we describe the characterization, by single-fiber study, of seven heteroplasmic mtDNA 

variants, including three novel variants. Through the application of the pathogenicity scoring 

system, we have classified four variants as “definitely pathogenic” (m.590A>G, 

m.12293G>A, m.15958A>T, m.9166T>C). Two variants remain “possibly pathogenic” 

(m.5672T>C, m.4327T>C) but a future report of those variants in separate family would be 

sufficient for reclassification as “definitely pathogenic”. We also illustrate, with one patient, 

the contribution of single-fiber studies to the diagnostic strategy, in patients with pathogenic 

variants at low level of heteroplasmy. 
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Introduction  

Mitochondrial disorders affect ~1 in 4,300 of the population53, they are among the most 

common metabolic diseases53. They are due to mutations that primarily or secondarily lead to 

OXPHOS dysfunction or other disturbances of mitochondrial structure and function. They 

display heterogeneous phenotypic and biochemical presentations54 and because mitochondria 

are assembled with proteins encoded in the mitochondrial genome as well as the nuclear 

genome, these disorders are a combination of Mendelian and maternal inheritance.  

Clinical, biochemical, and genetic heterogeneity among individuals, together with poor 

understanding of gene‐to‐phenotype relationships, pose significant diagnostic challenges for 

clinicians. Thus, only the identification of the causative mutation, either mitochondrial DNA 

or nuclear genes variants, can confirm the diagnosis. 

In recent years, mitochondrial disease genetics has been completely transformed by the 

emergence of next generation sequencing (NGS) technologies which allowed to rapidly 

increase the genetic diagnostic prevalence of these disorders, from 10% to 20% in the pre-

NGS era to more than 50% in some cohort54. However, NGS has also led to the identification 

of an exponential number of variants of unknown signification (VUS). Nevertheless, having 

information on the disease relevance of the VUS that a patient harbor is critical for obtaining 

a reliable diagnosis and the care of the patient, therefore classifying VUS becomes an urgent 

problem. 

In adults, the first step of our diagnosis strategy is whole mitochondrial genome sequencing in 

affected tissues. Mitochondrial DNA (mtDNA) is a circular molecule of 16.569 base pairs, 

containing 13 protein-encoding genes that are part of the protein complexes I, III, IV, and V 

of the oxidative phosphorylation system, as well as 22 tRNAs and two rRNAs that contribute 

to mitochondrial protein synthesis55. Mitochondrial DNA genetics is characterised by 

maternal inheritance and the presence of multiple copies within each cell. Hundreds of 

putative pathogenic mtDNA variants have been identified56. Most of them are heteroplasmic. 

Heteroplasmy is a condition in which wild type and mutant mitochondria genome co-exist. 

The degree of heteroplasmy is used to describe the ratio of the mutant mtDNA as compared to 

the wild type. The degree of heteroplasmy may vary significantly among different tissues in 

the same subject and influences phenotype.  

Actually, the interpretation of sequence variants, identified in genes that cause Mendelian 

disorders, is based on the ACMG standards and guidelines57. Given the differences between 

mtDNA and nuclear genome, the interpretation of mtDNA variants needs distinct criteria58. 
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Pathogenic criteria include that the degree of heteroplasmy should be higher in clinically 

affected tissues and should segregate with a biochemical defect59. Typically, the emergence of 

biochemical deficit requires high levels of mutant mtDNA in specific tissue exceeding 60-

80%60. However, this threshold varies upon the mutation and the tissue61 Thus, accurate 

quantification of heteroplasmy is critically important in the diagnosis, treatment and genetic 

counselling19. This quantification is performed quite easily in clinical laboratories in tissues 

such as muscle, liver, blood or fibroblasts. However, these results are often not sufficient to 

interpret their pathogenicity. A gold standard technique for assigning pathogenicity is single-

fiber quantification62. 

Herein we implemented routine strategy with single-fiber analysis and used it for each variant 

that wasn’t considered as “definitely pathogenic” by the scoring system described by Yarham 

et al62. We characterized seven mtDNA variants which allowed us to confirm definitely the 

diagnosis in four patients and to bring strong arguments for two others. 

Moreover, we raised the question of the interpretation of pathogenic variants, identified at low 

level of heteroplasmy, and illustrate, with one patient, the contribution of single-fiber studies 

to the diagnostic strategy in this situation.  

 

Materials and Methods 

Patient’s cohort and clinical findings 

We investigated eight patients with clinical features suggesting a mitochondrial dysfunction. 

Their characteristics are summarized in (Table 4). There was considerable diversity in the 

clinical presentations, however, all patients but one had exercise intolerance, two had 

cerebellar symptoms and two patients had Chronic Progressive External Ophthalmoplegia 

(CPEO). All patients had the presence of COX deficient fibers and ragged red fibers (RRF) on 

muscle histological examinations. One patient had a respiratory chain complexes deficit 

(patient 4) and one had its complex V activity at the low limit of the normal values (patient 8). 

Long-range PCR of skeletal muscle DNA samples from each of the eight patients excluded 

the presence of large-scale mtDNA rearrangements except for patient seven who had multiple 

deletions, confirmed by Southern blot63. Mutation in genes involved in the maintenance of 

mtDNA integrity, such as POLG, were ruled out by sequencing of a targeted mitochondrial 

panel of 281 nuclear genes involved in mtDNA instability64.   
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For all patients, informed ethical consent was obtained during the diagnostic process through 

the acquisition of a skeletal muscle biopsy. Additional consent was obtained as part of AOI 

research project [16-AOIP-04 (promoteur CHU de Nice), N° IDRCB : 2017-A00688-45 ].  

Histological examination and biochemical analyses 

All patients had skeletal muscle biopsy which was stained according to cytochrome c oxidase 

(COX) / succinate dehydrogenase (SDH) standard protocols8. The activities of the individual 

respiratory chain complexes and the mitochondrial matrix enzyme citrate synthase (CS) were 

measured at 37°C on muscle crude homogenates as previously described65. For Blue Native-

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (BN-PAGE) analysis, equal amounts (15 μg) of muscle 

mitochondrial respiratory complexes were separated on a 4–13% acrylamide gradient gel, as 

previously described66. They were then electroblotted onto a polyvinylidene fluoride (PVDF) 

membrane prior to incubation with specific antibodies directed against the five respiratory 

chain (RC) enzymatic complexes67.  

Molecular genetic analysis 

Total DNA was extracted from blood, urine, buccal cells and skeletal muscle according to 

standard procedure. Whole mtDNA was sequenced on muscle samples as previously 

described68 using the Ion PGM System (Ion Torrent). The data were analysed using Ion 

ReporterTM software (v5.10). Long-range PCR was performed as previously described69.The 

reference mtDNA sequence used is the revised Cambridge Reference Sequence (rCRS), 

GenBank number NC_012920.1.  

 

Assessment of mtDNA heteroplasmy 

The level of heteroplasmy of variants in tissues and single fibers was determined by 

fluorescent PCR-RFLP. PCRs were performed using primers listed in (Supp. Table. 1) using 1 

mM of each a 6-carboxyfluorescein (FAM)-labelled primer and 2.5 U AmpliTaq polymerase. 

PCR products were digested with the appropriate restriction enzymes (Supp. Table. 1). 

Amplification reaction fragments were analysed on an ABI3100 genetic analyser using 

GeneScanTM -400HD (Thermo Fisher) as an alignment marker. Mutational loads were 

quantified using GeneMapper (V.4.0) by calculation of peak areas.  
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Single muscle fiber isolation and sample preparation 

Skeletal muscle cryosections (20 μm) were COX / SDH stained on 1 mm PEN-membrane 

microscope slides (Zeiss). We used laser capture microdissection of COX positive and COX 

negative single fibres which were subsequently captured in 200 μl caps sterile microtubes 

using a Zeiss PALM Laser Microbeam system. Digestion of captured single fibres was 

performed in 20 μL  Tris/Tween/Proteinase K lysis buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 8.5, 1% 

Tween 20, 15μL Proteinase K, pH 8.5) overnight at 65°C followed by inactivation of 

proteinase at 95 °C for 10 min. 15μL were used in a standard 50 μL PCR reaction. Single cell 

fluorescent PCR conditions were : initial denaturation at 95°C for 15min, followed by 35-40  

cycles at 95°C for 15s, 54-60°C for 15s, and elongation at 72°C for 30s. A final elongation 

step was performed at 72°C for 7 min. 

Assigning Pathogenicity to Mitochondrial Variants 

The pathogenicity of each of the mt-tRNA variants identified in this study, was assigned 

using the validated scoring system published by Yarham et al62. The variants are classified as 

“definitely pathogenic” if the score ≥11 points with evidence from one of the gold standard 

investigations (segregation of the variant with a biochemical deficiency in single-fibers, high-

resolution Northern blotting analysis of mt-tRNA steady-state levels, or transmitochondrial 

cybrid studies). If the score is ≥11 points but lacking evidence from a “gold-standard” 

investigation, the variants are classified as “probably pathogenic”. The variants are classified 

“possibly pathogenic” with a score of 7–10 points and “neutral polymorphism” with a score 

of ≤ 6 points. (Supp. Table. 2). For each mt-tRNA variant, we also applied the predictive 

MitoTIP scoring for tRNA variants tool70. 

For variants affecting proteins, we used the same criteria without scoring as this classification 

has not been validated for these variants. We also used in silico tools to predict structure, 

function and conservation changes71,72. the conservation index calculation in genes was 

obtained from the mitomaster database. 

 

Statistical analysis 

Student’s t-test statistics were generated using statview (v5.0.0.0). 
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Results  

Identification of mtDNA variants 

In each of the 8 patients whole mtDNA genome sequencing revealed one heteroplasmic 

mtDNA variant possibly responsible of the patient’s disease (Figure 27). 

Three variants have never been referenced in the literature (m.5672T>C, m.590A>G and 

m.4327T>C), while 5 variants have been previously published. Three variants, m.12293G>A, 

m.15958A>T, and m.9166T>C, were previously reported as pathogenic but no single fiber 

nor trans-mitochondrial cybrid studies were performed to classify them as “definitely 

pathogenic”68,73,74. Concerning the m.5703G>A, the pathogenicity was clearly established75–79 

but the low level of heteroplasmy identified in patient five muscle, around 14%, was 

surprising. Also, we decided to investigate further this patient to clearly prove the implication 

of this variant in the patient’s disease. Finally, one variant, m.4935A>G, was previously 

reported as a VUS80,81. 

Six variants were located in five different mitochondrial tRNA (mt-tRNA) while two variants 

affected protein-coding genes, MT-ND2 and MT-ATP6. The six mt-tRNA variants were 

located in a variety of structural stem and loop regions (Figure 29). Using MitoTIP, the 

m.5703G>A tRNAAsn , was reported as “confirmed pathogenic” and most of the variants were 

classified as “possibly pathogenic” (m.12293G>A tRNALeu, m.4327T>C tRNAIle) or “likely 

pathogenic” (m.15958A>T tRNAPro) but two variants were classified as “likely benign” 

(m.5672 T>C tRNAAsn, m.590A>G tRNAPhe). The ATP6 variant was predicted “probably 

damaging/deleterious” according to Polyphen2 and SIFT scores respectively, while the ND2 

variant was predicted “benign/neutral”. Five variants were at a highly conserved positions, but 

three variants affected low to moderately conserved positions, including the confirmed 

pathogenic m.5703G>A. 

 

Mutation Heteroplasmy and Inheritance Patterns 

NGS data were confirmed by fluorescent PCR-RFLP in muscle from each patient, whereas 

blood, urine, fibroblasts, and buccal mucosa were also tested where possible (Figure 27). 

An analysis of mutation load in non-invasive tissues (blood, urine, and buccal mucosa) from 

the mother or maternal relatives, where available, were assessed to determine the inheritance 

pattern of each variant. Four variants seemed to be de novo as they could not be identified in 

the mothers’ samples (Patients 2, 4, 5 and 7). One variant was shown to be maternally 
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inherited (m.590A>G), however, the mutation load was very low (<5%) in the blood of her 

asymptomatic mother, and undetectable on blood and urine samples of her sister. 

 

Assessment of mtDNA heteroplasmy in single cells 

We performed a single cell heteroplasmy quantification to determine whether the mutation 

rate in individual COX-positive and COX-deficient fibers correlated with the observed 

biochemical phenotype. We found significantly higher (P < 0.05) heteroplasmic rate in the 

COX-deficient fibers compared with the COX-positive fibers for 7 variants (m.5672 T>C, 

m.12293G>A, m.590A>G, m.15958A>T, m.5703G>A, m.4327T>C, m.9166T>C), 

confirming segregation of the identified mtDNA variants with respiratory chain deficiency in 

each patient. Six of these patients had mt-tRNA variants and one patient had a MT-ATP6 

variant (m.9166T>C). No statistically significant difference was observed for the one patient 

harboring the variants, m.4935A>G in the MT-ND2 gene.  

 

Discussion 

Whole mtDNA sequencing is now systematically used in routine diagnosis laboratories to 

screen patients with phenotype suggestive of mitochondriopathy. NGS has significantly 

increased the number of identified pathogenic mtDNA variants. In the same time, the number 

of VUS has increased even more and their interpretation remains challenging. Correct 

classification of variant pathogenicity is essential for an optimal patient management 

including treatment and genetic counselling. 

Here we describe the characterization of seven heteroplasmic mtDNA variants, including 

three novel variants. We also illustrate with one patient, the contribution of single-fiber 

studies to the diagnostic strategy, in patients with pathogenic variants at low level of 

heteroplasmy.  

 

Classification of novel mDNA variants 

We identified in patients 1, 3 and 6, three novel mt-tRNA variants. All are heteroplasmic and 

single fiber analysis demonstrated a statistically significant segregation of heteroplasmy level 

with biochemical deficiency in each patient.  

Those results allowed to classify the variant m.590A>G, tRNAPhe (11 points) as “definitely 

pathogenic”. This novel variant affects the mt-tRNAPhe, already involved in mitochondrial 
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myopathies and exercise intolerance82,83. It is located in the DHU loop, considered as a 

variable region58, but pathogenic variants have already been described in this loop such as the 

frequent m.3243A>G in the mt-tRNALeu(UUR), responsible for phenotypes from the mild 

MIDD (Maternally Inherited Diabetes and Deafness) to the severe MELAS syndrome. Our 

results and the high conservation of this base position suggest its implication in tertiary 

structure formation of tRNAPhe. tRNAPhe could have a “relaxed” tertiary L-shaped structure, 

as suggested for mt-tRNALeu(UUR) which might be particularly vulnerable to an alteration in 

the base composition of the large DHU loops58,84.  

However, despite single-fiber study evidence supporting pathogenicity, the two variants 

m.5672T>C, tRNAAsn (9 points), and m.4327T>C, tRNAIle (10 points) have failed to reach the 

threshold of “definitely pathogenic” score, due to the lack of both evolutionary conservation 

and respiratory chain deficiency. Subsequently, another independent report of these two 

variants would be necessary for reclassification as “definitely pathogenic”.  

The m.5672 T>C is located in the TΨC loop of tRNAAsn. Like the DHU loop, this region is 

variable, and few pathogenic variants arise in it. However, pathogenic variants have also been 

described in this structure like the m.12320A>G in the mt-tRNALeu(CUN) responsible for a 

myopathy85. Moreover, variants in tRNAAsn are well known to be responsible for CPEO like 

observed in patient one. 

The variant m.4327T>C is located in the acceptor stem of tRNAIle which is a region 

considered as a pathogenic variant’s hotspots. Variants affecting this structure might disrupt 

Watson–Crick base pairing and secondary structure58,86. tRNAIle is involved in a large 

spectrum of mitochondrial disorders from mild deafness and CPEO to severe, illustrating the 

considerable heterogeneity seen in mitochondrial diseases and the limited correlation 

phenotype–genotype of mt-tRNA mutations.   

 

 

Classification of previously reported mtDNA variants tRNA variants 

We identified in patients 2 and 4, two mt-tRNA variants previously reported as pathogenic, 

m.12293G>A tRNALeu(CUN)  and m.15958A>T tRNAPro respectively. However, using the 

Yarham score, both were classified as “possibly pathogenic” with a score <11 points.  

The variant m.12293G>A was reported only once in a patient presenting with an axial 

myopathy73. The patient developed a progressive scoliosis consisting of decompensated 

deformity with severe sagittal and coronal plane imbalance. The patient’s mother and son also 
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had a scoliosis. MtDNA analysis showed multiple mtDNA deletions and a 40.9% 

heteroplasmic m.12293G>A variant located in the anticodon stem of tRNALeu(CUN). The 

pathogenicity of the variant was assigned on the high conservation of the position and its 

absence of the patient’s blood. Patient 2 presented with a mild myopathy with exercise 

intolerance and unilateral ptosis beginning in childhood. Level of heteroplasmy was 45% in 

muscle, and lower in urine, buccal mucosa and blood, 31%, 15% and 14% respectively. The 

variant was not identified in urine, blood and buccal mucosa of the mother suggesting a de 

novo event. MitoTIP predicted the variant as “likely pathogenic”. Single-fiber analysis 

allowed to definitely demonstrate the pathogenicity of this variant.  

The variant m.15958A>T, was previously reported by our team68, in patient 4 who presented 

with a severe myopathy beginning at 4 years of age . The variant was at very high level of 

heteroplasmy in muscle (96%) and urine (78%) compare to low levels in buccal mucosa (0%) 

and blood (14%). The variant was not identified in urine, blood and buccal mucosa of the 

mother suggesting a de novo event. MitoTIP predicted the variant as “likely pathogenic”. 

However, at that time, we could not perform single-fiber analysis. Finally, we could access to 

frozen muscle and thanks to single-fiber analysis we can now consider this variant as 

definitely pathogenic and responsible for the clinical presentation of the patient. 

Variants in protein-coding genes  

We also identified in patient 7 and 8, two variants in genes encoding mitochondrial proteins, 

m.4935A>G, p.Thr156Ala (MT-ND2) and m.9166T>C, p.Phe214Leu (MT-ATP6) 

respectively. 

The m.4935A>G has been identified once in a large cohort but very few informations are 

available87. It was predicted “benign/neutral” according to Polyphen2 and SIFT scores 

respectively and was classified as variant of unknown signification. ND2 is a subunit of the 

respiratory chain Complex I that is believed to belong to the minimal assembly of core 

proteins required to catalyze NADH dehydrogenation and electron transfer to ubiquinone. 

Classically, pathogenic variants of the MT-ND2 gene are known to cause mtDNA-associated 

Leigh syndrome88. It has also been reported in patients with LHON89 and myopathies 

associated with complex I deficiency90,91. Patient 7 exhibited an exercise intolerance 

beginning around 32 years old with peroneal amyotrophy associated with multiple lipomas 

affecting trunk and limbs. Echocardiography found a hypertrophy of inter-auricular septum 

without significant hypertrophic cardiomyopathy. Electromyogram was normal. Clinical signs 

together with histochemical anomalies on muscle (cox- 5%, 2 RRF and subsarcolemmal 
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mitochondrial aggregates) were suggestive of mitochondrial disorder. However, no complex I 

deficiency could be identified. Despite the low conservation of the amino acid Phe214 and the 

in silico predictions in favor of a benign substitution, the segregation of the variant with 

mutation load around 50% in muscle and urine, and lower in fibroblasts, buccal mucosa and 

blood, and the absence in urine, blood and buccal mucosa of the mother lead us to perform 

further functional studies. First, we performed BN-PAGE on muscle but did not identify any 

assembly defect of respiratory chain complexes. Then we performed single-fiber study and 

did not find a statistically significant segregation of heteroplasmy level with biochemical 

deficiency in COX-positive and COX-deficient fibers. These results did not allow us to 

conclude on the pathogenicity of this variant. Despite this, we cannot categorically exclude a 

pathogenic effect of the m.4935A>G.  Indeed, single-fiber studies could not be efficient for 

variants affecting complex I genes. This variant could be insufficient to cause disease alone 

but instead it causes pathogenesis associated with environmental or other nuclear variants. 

Although, the panel analysis of nuclear genes involved in mitochondrial disorders was 

negative, an exome sequencing could be performed in this patient. 

The m.9166T>C has been reported as “possible deleterious” once in a patient presenting with 

bilateral optic neuropathy and psychiatric manifestations with poor school performance. All in 

silico tools predicted it as deleterious and the position Phe241 was highly conserved. The 

mutation load was 100% in lymphocytes74. MT-ATP6 encodes the subunit 6 of mitochondrial 

ATP synthase (complex V). The most frequent MT-ATP6 variant is the m.8993T>G, 

responsible for Leigh and NARP syndromes92. MT-ATP6 variants have also been involved in 

LHON63 or infantile hypertrophic cardiomyopathy93. Patient 8 presented with a mild 

myopathy beginning around 40 years of age but did not exhibited optic neuropathy or 

neuropsychiatric disorder. Muscle biopsy revealed a typical mitochondrial myopathy with cox 

negative fibers, RRF and lipid accumulation. Respiratory chain analysis revealed a complex V 

activity at the low limit of normal values. BN-PAGE showed a defect of assembly of all 

complexes of the mitochondrial respiratory chain. Mutation load of the m.9166T>C variant 

was similar in muscle (60%), urine (55%) and buccal mucosa (59%) and a little lower in 

blood (45%). It was not found in the brother’s blood. As the segregation of the variant in the 

different tissues was not obvious, we completed the analysis by single-fiber analysis which 

confirmed the pathogenic effect of this variant.    
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Variants at low level of heteroplasmy 

Mitochondrial DNA NGS screening lead to the identification of patients with low level 

mutated DNA which raises the question of the responsibility of those mutated DNA in the 

patient’s disease.  

It is difficult to have an exact estimation of the carrier frequency in general population, but 

Elliott et al. reported that at least one in 200 healthy humans could harbor a pathogenic 

mtDNA variant45.  Most pathogenic variants are heteroplasmic and lead to a biochemical 

defect of the respiratory chain when a critical threshold is exceeded. This threshold varies 

from mutation to another. From which threshold and in which tissue can we affirm that a 

pathogenic variant is responsible for the patient’s disease?  

In patient 5, we identified the m.5703G>A tRNAAsn variant at a level of 14% in muscle. Its 

pathogenicity was clearly established75–79 but the low level of heteroplasmy was surprising 

regarding to the percentage of cox negative fibers (20-30%). Due to the low mutation load, 

segregation in tissues was not significant. The phenotype of patient 5 was similar to the 

previously patients reported who exhibited early onset CPEO, associated with fatigability and 

extremely thin appearance76,79, however level of heteroplasmy were >60% in both patients’ 

muscle and much lower in blood. Also, we decided to perform single-fiber study which 

showed a perfect segregation of mutation load with the biochemical defect. This analysis 

allowed us to conclude definitely on the responsibility of this variant in the patient’s disease. 

This makes the assessment of overall tissue heteroplasmy rate not accurately enough to reflect 

the status within affected cells, especially in low heteroplasmy rate level. Analysis of mtDNA 

variants within single cells is therefore a valuable solution to specify the pathogenicity of the 

variant in the patient’s disease. 

 

Diagnostic implication 

Correct classification of reported variants has obvious consequences for helping health care 

providers to make individualized treatment decision including the choice of medication and 

genetic counselling.  The data presented here highlight the importance to use a common 

scoring system and the necessity of functional analysis to classify correctly novel identified 

variants. We used the pathogenicity scoring system described by Yarham et al as it has been 

validated in a large cohort of 88 mutations62. It allowed to classify four variants as “definitely 

pathogenic” (m.590A>G, m.12293G>A, m.15958A>T, m.9166T>C) with a high confidence 

degree. However, despite the fact that the Yarham scoring system is an updated version of the 
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original scoring system of McFarland et al.58 which use adjusted threshold in order to increase 

sensitivity, two variants characterized here (m.5672T>C, m.4327T>C) remain “possibly 

pathogenic” instead of “definitely pathogenic” because insufficient conservation, absence of 

biochemical defect and absence of previous report.  These criteria are often absent in adult 

patients and to increase even more the sensitivity of this scoring system, we suggest to 

increase the score corresponding to gold standard investigations (single-fiber studies, mutant 

mt-tRNA steady state level studies or trans-mitochondrial studies). We also suggest that new 

in silico tools, as MitoTIP tool, should be taken into account in the scoring74 and that specific 

guidelines, on the model of nuclear variants (ACMG 2015), be used for report of new 

mitochondrial DNA variants.  

Moreover, we also highlight the importance to study mtDNA from a clinically relevant tissue, 

as muscle, in patients with suspicion of mitochondrial disorder. Even if mtDNA sequencing in 

urine can avoid invasive biopsies in a first line, pathogenic variants can be missed, like in 

patient 3 and 6 in whom the variants could not be identified in urine. Muscle biopsies remain 

essential to investigate segregation and confirm the responsibility of the variant in the 

patient’s disease especially in patients with low levels of mutated DNA. 

 

Conclusion  

To conclude, despite the fact that single-fiber study is time and cost consuming, it remains a 

gold-standard investigation that should be extensively used in clinical laboratories to confirm 

the pathogenicity of the identified variants. We thus confirmed definitely the diagnosis in four 

patients and brought strong arguments for two others, an essential prerequisite for genetic 

counseling and for better management of therapeutics.  

Furthermore, to avoid substantial efforts in assay design for each specific change, we plan to 

perform NGS approach, sensitive and accurate in detecting heteroplasmic mtDNA, on single 

cells and make this technique easier to use in clinical laboratories. 
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1 Patient details include ID number, sex and age 
2 Clinical presentation of the patients, CPEO (Chronic Progressive External Ophthalmoplegia), MRI (magnetic resonance imaging). 
3 Age at first presentation: early symptoms in childhood (C) or adult (A) 
4 Muscle histological examinations: RRF+, Ragged Red Fibers (sub-sarcolemmal accumulations of mitochondria) are present; COX–, COX   
deficient fibers were present after a dual COX/SDH reaction. 
5 RC (respiratory chain) deficiencies are listed here and include complexes (I, II, III, IV, V), normal [N]. The respiratory chain complexes 
activity was measured on muscle homogenates. 
6 All mt-DNA variants are reported as heteroplasmic 
7 Mt-DNA variant location within the standard mt-tRNA cloverleaf structure(loop) or protein changes [p.] 
8 In silico predictions, the predictive MitoTIP scoring for tRNA variants (x) and score interpretation, Polyphen 2 [P2], SIFT [S] 
9 C : Conservation obtained from MitoMAP database (www.mitomap.org) [Ruiz-Pesini et al., 2007] 
10 Muscle long-range PCR to detect mtDNA large-scale rearrangements, Normal [N] 
11 Percentage mutation loads are reported per tissue. Tissues from the patient included muscle (M), blood (B), urine (U), and buccal mucosa 
(BM). 
12 Mutation loads were determined in avariety of tissues from maternally related individuals. Tissues examined included skeletal muscle (M), 
blood (B), urine (U), buccal mucosa (BM) and fibroblasts (F). 
13 The pattern of inheritance for each mutation was determined where possible based upon mutation loads in familial tissues. no investigation 
[N/A] 
14 Pathogenicity score, each mutation was classified according to the revised scoring system (Yarham et al. 2011) before our single-fiber 
studies. NP : Neutral polymorphism, PP : Possibly Pathogenic, DP : Definitely Pathogenic
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Figure 28 : Box plots of single cell heteroplasmy quantification of the eight mt-DNA 
variantsnts 
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Figure 29 : Five mt-tRNA secondary structures, demonstrating the location of mt-tRNA variants. The 
location of each of the identified mt-tRNA variants within the tRNA cloverleaf structure is shown. The 
affected position and the substitution that occurs are highlighted in bold. 

Figure 30 : Schematics of the Bclover 
leaf secondary structure of a generic 
mitochondrial tRNA indicating the 
different segments and loops 

Figure 31 : Distribution of pathogenic 
mutations in human mitochondrial
tRNA within a common cloverleaf 
representation.  By Catherine Florentz, 
et al., 2001 
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7. Discussion et conclusion  
La grande hétérogénéité des MM est bien retrouvée chez les huit patients étudiés ici. 

L’absence de relation phénotype-génotype rend l’établissement d’un diagnostic précis 

extrêmement difficile et illustre l’importance de définir une stratégie pour interpréter les 

variants retrouvés. 

Distinguer les mutations pathogènes des variants polymorphes reste difficile dans toutes les 

branches de la génétique, notamment la génétique mitochondriale. À l’heure actuelle, les 

preuves sont insuffisantes pour classer comme pathogènes une grande proportion des 

mutations mitochondriales signalées sur les bases de données. De plus, la généralisation de 

l’utilisation du NGS en routine à but diagnostique a augmenté considérablement le nombre de 

variants retrouvés.  

Les preuves de ségrégation du variant avec le défaut biochimique tirées des études sur fibre 

unique représentent le gold standard des investigations pour attribuer la pathogénicité aux 

variants retrouvés. De plus, elle permet de trancher quant à la pathogénicité d’un variant 

retrouvé avec un faible taux d’hétéroplasmie sur le muscle et sur les urines. 

La PCR-RFLP fluorescente, technique que nous avons utilisée pour la réalisation de ce 

travail, présente comme avantages d’être sensible et reproductible, facile à mettre en œuvre et 

peu coûteuse. Cependant, cette méthode ne peut analyser que des mutations connues, 

précédemment identifiées par une méthode de séquençage. Elle n’est pas standardisée et 

implique donc des efforts importants en termes de conception, d'optimisation et de calcul 

d'hétéroplasmie pour chaque variant. La mise en place d’une PCR avec des amorces 

spécifiques pour chaque variant, nécessitant parfois de les modifier avec des mismatch afin 

d’obtenir un site de restriction, rend cette technique peu pratique en routine. L’existence et la 

disponibilité d’une enzyme de restriction pour les différents variants représentent un autre 

facteur limitant. 

La suite de cette étude consiste à standardiser cet outil diagnostique, à le rendre non 

dépendant des variants, plus rapide et plus facile à réaliser en routine sans perdre en 

sensibilité et en spécificité. L’approche NGS, en plus de nous offrir un débit très important, 

permet la détection et la quantification d’un faible taux d’hétéroplasmie sur fibre unique.  

Nous avons procédé à des essais pour comparer la sensibilité, la spécificité et la précision de 

la quantification de l’hétéroplasmie sur fibre unique de la technique NGS vs la technique PCR 

fluorescente. Nous avons réussi à amplifier sur la même cellule des fragments d ADNmt pour 
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les analyser simultanément avec les deux techniques. Ces fragments sont de tailles différentes 

(300pb à 2KB) afin d’étudier l’impact des pseudogènes sur la quantification de 

l’hétéroplasmie. Cette deuxième phase du projet est actuellement en cours de réalisation. 

La détermination de la pathogénicité des variants identifiés par le NGS devient un objectif 

majeur pour réduire l'errance diagnostique chez les patients. La quantification de 

l'hétéroplasmie sur fibre unique est une méthode de référence pour l'évaluation du lien de 

causalité mutation-maladie et doit être utilisée systématiquement pour le diagnostic des 

maladies mitochondriales. Dans cet objectif, nous avons conçu un outil simple et rapide afin 

de valider la ségrégation de la mutation avec le défaut biochimique sur fibre unique. Cela 

nous a permis de confirmer le diagnostic chez sept patients, un préalable indispensable au 

conseil génétique et à une meilleure prise en charge thérapeutique. 

Les variants rapportés ici devraient être ajoutés aux bases de données des variants de mt-ARN 

associés aux maladies mitochondriales. 
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