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® Introduction
® Structure, dynamique mitochondriale
® Metabolisme energetique mitochondrial

® Genetique

® Manifestations cliniques et diagnostic



Théorie de l'origine procaryotique
des mitochondries

® Les mitochondries ont probablement evoluees a partir de bacteries procaryotes
aerobies qui ont ete internalisées par des cellules eucaryotes primitives

, o Au cours de I'évolution
Endosymbiote bactérien .
Transfert de génes vers le noyau

= Développement d’une relation symbiotique
transfert
Ws le noyau E&
|
\

iImportation de protéines




® Pas de noyau mais 2 a 10 molecules d’ADN circulaire

®* Homologie de sequence avec '’ADN de certaines
bacteéries

® Parente entre mitoribosome et ribosome bacterien :
sensibilite a certains antibiotiques (chlorampheénicol)

® Composition biochimique de la membrane interne :
absence de cholestérol et presence de cardiolipine



Synthese d’ATP : OXPHOS

Production de ROS : électrons celibataires s'echappant de la chn
respiratoire et transferes prematurement a I'oxygene (anion superoxyde)

Thermogénese

Synthese des hormones steroides
Homeéostasie calcique

Mort cellulaire programmeée (apoptose)

Autres : Production de préecurseurs des acides aminés non essentiels /
Synthese de phospholipides (avec le réticulum) / Synthese de I'heme (avec le
cytosol)




Structure Mitochondriale
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® 4 compartiments:

® Membrane externe : bicouche lipidique de composition proche de la membrane
plasmique (50-60% proteines, 50-40% lipides). Riche en porines (passage passif de
petites molécules)

® Espace intermembranaire : contient des protons (role dans les OXPHOS), des
molecules de cytochrome ¢ (OXPHQOS, apoptose)

® Membrane interne : bicouche lipidique différente de la mb externe (80% proteines,20%
lipides), riche en cardiolipines
Replis complexes dans la matrice : crétes
Riche en transporteurs (transport actif) et en complexes proteiques enzymatiques
(chaine respiratoire)

® Matrice : ADN mt, composants necessaires pour la transcription et traduction (ARNt,
ARNmM, mitoribosomes),nombreux complexes enzymeétiques (beta-oxydation des
acides gras, cycle deKrebs)
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Structure du reseau
mitochonarial

Equilibre dynamique

®
Fission Fusion
Smirnova et al., 2001 Drp1 Opa1 Cipolat et al., 2004
James et al., 2003 hFis1 Mitofusine 1
Santel et Fuller, 2001
Niemannetal, 2005 GDAP1 Mitofusine 2
Réseau fragmente Réseau filamenteux
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Fusion vs Fission

Fusion Fission

= Mitofusines : Mfn1 et Mfn2 | = Drp1

- Membrane externe - Cytosolique
- Interaction en Trans - recrutée aux sites de fission
- OPA1 par hFis1

- Membrane interne (crétes ++) | hFis1
- Membrane externe




Production d’ATP : les OXPHOS

® Le Modele de Mitchell (1961)

Le couplage entre les
reactions d‘oxydo-reduction
de la chaine respiratoire et
la synthese d’ATP est
effectue par l'intermédiaire

d'un gradient de protons

Chaine
respiratoire

H* Ext >> H* Int

=113

%0+ NADH +H' || H, +NAD'
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Ld chaine respiratoire

® Ensemble de complexes proteiques responsables de la phosphorylation oxydative
Le transfert des electrons le long des complexes de la chaine respiratoire permet
le pompage des protons au travers de la membrane interne

® La synthese d'ATP est couplee au transfert des éelectrons par le gradient de
protons (Phosphorylation oxydative).

» Gradient de

| [ [
protons
H+ H+ H+

ADP

Espace inter
membranaire
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Acides Gras

Glucose

Glycolyse
|

v
Acyl-CoA

v

Pyruvate

7 synthase)

catabolisme des molécules énergétiques (réactions de déshydrogénations)

Molécules

GLUCIDES LIPIDES PROTEINES

énergétiques

Glycolyse Decarboxy}atuon Cycle de Krebs B oxydation AA
oxydative des ac. gras ¥
Réaction Glucose Pyruvate : Acyl-CoA Intermédiaires du
A partir de
v N A v cycle de Krebs
Pyruvate Acétyl CoA Y Acétyl CoA =» mitochondrie
Localisation  Cytoplasme Mitochondrie Mitochondrie  Mitochondrie
Cofacteurs
NADH,H* NADH,H*
‘ . + + ’ ’
reduqu NADH,H NADH,H FADH, FADH,
produits l l ,

Nécessite un Produits in situ dans la mitochondrie

« transfert » directement utilisables pour la

dans la mitoch. phosphorylation oxydative




Relation structure - fonction energétique

mitochondriale
® Mitochondries:

® Rodle central dans le métabolisme énergétique cellulaire

® Reéseau dynamique : fission < fusion

® Importance du controle de la morphologie mitochondriale dans le maintien
des fonctions mitochondriales et cellulaires : Mutations des genes OPAz1,
MFN2, GDAP1 =» neuropathies héréditaires

Olichon et al., 2003 N OPA1 —

Bach et al., 2003 . N N
Pich et al., 2005 N MFN2
Benard et al., 2007 N Drpa — > N A

Structureduréseau >  Métabolisme énergétique

A activité des complexes de la CR
Réseau fragmenté Cellules o°

NouZd A¥Ym
Benard et al., 2007
De Vos et al., 2005




Genetique mitochondriale:

Le genome n

® Les mitochondries possedent leur propre génome (ADNmt)

® Molecule circulaire de 16,569 pdb
® Pas de partie non codante IT“’%‘ IT)L,,
® ADNmt contient 37 genes codant pour : .
® 13 sous-unites de la chN respiratoire | »TErM \r
L R
® 22 ARN transfert NDI
® 2 ARN ribosomaux v
2-10 copies d’ADN / mitochondrie , no

102- 10° mitochondries / cellule soit plus . (
e 1000 copies d’ADNmt / cellule ) | T

ADNmt humain

COIl Kl ATPase 6

ATPase 8
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’TANDmt est d’'origine maternelle

Mute 10-20x plus que ADN nucleaire

Mutations ponctuelles de FADNmt : transmission maternelle
Deletions : cas sporadiques

concept de I'homo-/hétéroplasmie : expression va dependre +/-

du taux d’heteroplasmie



Concept d’heteroplasmie

® Les mutations de 'ADNmt sont en géneral hetéroplasmiques
= coexistence de molécules normales et mutées dans une meéme cellule

® proportion variable : entre mitochondries, entre cellules, entre tissus

® Détermine le phenotype Wére asymptomatique Enfants
= Effet seuil Mutation Multiplication Répartition Cellules sexuelles Gravitd de
dune des négale des Mére Pore lamaladie
- Modification du phénotype mitochondrie it hondries mitochondries v
au-dela d'une valeur - R k' +4
critique d'ADNmt muté ==/
Valeur du seuil variable - == S W@ + )\= .
selon les tissus ou les e R = 2
cellules J;—’ J
g = + )\- +
P :{" p e
¥ 7 \ '-’".‘:_ :
= Mitochondrie sane J_-::;' * )\- -

- Mitochondrie mutée




Double origine des protéines mitochondriales

Protéines
produites in situ

Génome mitochondrial
code pour

20% des protéines nécessaires
aux fonctions mitochondriales.

Protéines
importées
du cytosol

Génome nucléaire

code pour

80% des protéines nécessaires
aux fonctions mitochondriales.

Sous-unités codées par
ADN mt ADN nucl.
Complexe | 7 >30
Complexe Il 0 4
Complexe lll 1 10
Complexe IV 3 10
Complexe V (ATPase) 2 9




/

Origine des patnhologies mitochondriales

®* Une mutation de 'ADNmt :

Qui affecte le gene d'une sous unite d'un complexe des oxphos.
Qui affecte un gene d’ARNt ou d’ARNT.

® Une mutation d‘un gene nucléaire :

Qui affecte une protéine dirigee vers les mitochondries. (sous unites d'un

complexe des oxphos, proteines d‘assemblages, proteines de la
machinerie de replication (ADN pol y), protéine de fission ou fusion,
protéine de la maintenance de ’ADNmt

® Une altération du fonctionnement mitochondrial :

Due a un dysfonctionnement cellulaire : accumulation de fer mitochondrial
t genération de ROS



LeS malaagies mitochondriailes

® Maladie multi-systemique ou a expression tissu specifique

® Mutation ADNmt
® Heredite mendelienne

® Sporadique ou transmis

Ny Coeur "\ Qeil
sy, Cardiomyopathie 4 ) I thie opti
b Eloc de conduction d\?} HE::;F;H:;DP i
¥ 7 v y A Ophtalmoplégie
Muscle strié Ptose

Foie
Hépatopathie

Faiblesze

F atigabilité
Ilyopathie
Meuropathie

~ “ATP

—
-

i @ i ; Ll ‘“‘:‘ A
SOUS- __, OXPHOS ‘q*‘\/

unités
B4l P ":’

o
F & ADN
% nucléaire Rein

: oy Glomérulopathie
Sd. de Fanconi

i

SN.C.

Epilepszie
Myoclonus
Btanie
AN,
Iligraine
Démence

NYA\YA\"/\Y

génes nucléaires

Pancréas
Diabéte sucré

o<
7 Oreille interne Sang

Surdité de perception =d. de Pearzaon
Troubles vestibulaires

Célon

Fzeudo-obstruction
Ischémie colite




® 1) exploration métaboligue in vivo : permet un premier
depistage des déficits de la chaine respiratoire

® 2) exploration biochimique des protéines de la chaine
respiratoire ou de facteurs de contréle du systeme OXPHOS

® 3) diagnostic moleculaire : necessitant une approche des
deux genomes, mitochondrial et nucleaire




® Un deficit enzymatique entraine une modification des equilibres
d'oxydoreduction cytoplasmiques et mitochondriaux

— Accumulation d'equivalents reduits (NADH, FADH)

® Dans la mitochondrie : transformation de 'acétoacetate en 3-hydroxybutyrate.
A du rapport 3-hydroxybutyrate/acetoacetate.

® Dans le cytoplasme : transformation du pyruvate en lactate
A du rapport lactate/pyruvate

L'existence d'une hyperlactacidémie persistante et d'une perturbation des
équilibres redox représente une indication formelle d'une exploration
enzymologique de la chaine respiratoire



L'activite de la chaine respiratoire est estimee par deux techniques :

® la polarographie : permet de mesurer la consommation

d'oxygene par des fractions enrichies en mitochondries ou
cellules permeéabilisees. Materiel frais

® |la spectrophotométrie : permet de mesurer les activites des
complexes de la chaine respiratoire seuls ou par groupe en
utilisant des donneurs ou des accepteurs d'electrons specifiques.
Homogenats congelés
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- Homogenat de différents tissus (muscle, coeur, foie, cellules, ...... )
- Permet de localiser un defaut au niveau d’un des complexes de la chaine
respiratoire

® Complexe | : NADH-coenzyme Q reductase

® Complexe Il :Succinate-déshydrogénase (SDH)

® Complexe Il : Ubiquinol-cytochrome c réductase —

® Complexe | + Il : NADH cytochrome c réductase

® Complexe Il +11I : Succinate- cytochrome c réductase
® Complexe IV : cytochrome c oxydase

C.S. : Citrate synthetase
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Diagnostic moleculaire

ADNmt extrait du muscles, sang, fibroblastes...

® Recherche de déeletion Taille: southern blot ou PCR longue

(Southern blot, PCR longue)

Recherche de déplétion '-“=|'-.-- -
(Southern blot, PCR Quantitative)

Recherche de Mutations
Recherche de mutation ponctuelle Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

(séquencage, SSCP, DGGE, DHPLC...) - g Y
e &
e
- i Normal
t_ & Muté

Screening de tout 'ADNmt

hetéroplasmiques

permet d’identifier les mutations homoplasmiques de FADNmt

Quantlte Q- PCR

----------

séquengage
] P

IV "“ J_L lU_; L«_.;.,.

i l ‘ “lf‘ﬂ-

107
“ 11 JU.M ,__AA_..-LJJ.L.

® Methode Surveyor : utilise une endonucléase qui reconnait et clive les
mésappariements de 'ADN double brin. Permet ainsi d'identifier les mutations

® Puce de reséquencage Affymetrix (GeneChip Mitochondrial Resequencing 2.0 Array) :

m.130917>C
MT-ND5

muscle

sang



Clinique et examens paracliniques évocateurs de pathologies
mitochondriales :
Biologie :
— élévation du lactate et du rapport L/P, hyperlactatorachie
l - élévation des dérivés du cﬁe de Krebs
- bilan n?;‘l;olique sans argument pour une autre pzi\ologie métabolique
= IRM céré : rsignaux des NGC, pseudo-strokes, pic de laciates a
Prélévement sanguin la speciro IRM hypersigna pse P
® Recherche d'une délétion de 'ADNmt
[syndrome de Pearson) ou des mutations ’
resnponsoblas de |'atrophie opfique de leber
® Recherche des mutations fréquentes mais Biopsie tissulaire
la rentabilité est faible Muscle, foie, rein, fibroblastes. ..

e e

eh Surcharge lipidique,
ou multi dela CR: RRF, fibres CO.
de la compléxe |, II, I, négatives
NouwV -
3243 : MELAS Délétion .
8344 : MERRF unique -
8993 : NARP (syndrome de
Keams-Sayre,
PEO)
\J
Anoet‘e des génes nucléaires d'instabilité de I'ADNmt || Analyse des génes mitochondriaux (fissu) ou
selon le tableau clinique : POIGT, POLG2, ANTI, | |nucléaires (sang) corr ant aux sous-uniés
PEOI1, DGUOK, 17, TK2, RRM28, SUCLG], du complexe déficitaire et/ou a la clinique,
SUCLA2, TP... sur prélévement sanguin ou étude exhaustive de I"ADNmt par Surveyor
ou séquencage




Merci de votre attention




