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Prévenir la transmission
des mutations de I’ADN

mitochondrial :
mythe ou réalité ?
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Arnold Munnich, Jean-Paul Bonnefont

> Les mitochondries jouent un rdle central
dans le métabolisme énergétique cellu-
laire. Elles possedent leur propre génome
(ADN mitochondrial, ADNmt), dont la
transmission est exclusivement mater-
nelle, et les génes dédiés a la production
de certaines sous-unités des complexes
constitutifs de la chaine respiratoire.
Les mutations de ’ADNmt, fréquentes en
pathologie humaine, sont responsables de
maladies sévéres sans traitement curatif
a ce jour. Le nombre de copies de ’ADNmt
par cellule variant de quelques dizaines
a plusieurs centaines de milliers selon le
type cellulaire, une mutation de ’ADNmt
peut étre présente dans toutes les copies
d’ADNmt d’un individu (état homoplasmi-
que), ou coexister avec des copies portant
la séquence sauvage (état hétéroplasmi-
que) dans des proportions variables, défi-
nissant ainsi un taux d’hétéroplasmie. Le
taux d’hétéroplasmie est particulierement
important dans la mesure ou, au-dela
d’un certain «seuil » d’hétéroplasmie,
variable d’un tissu a 'autre, d’une muta-
tion a I'autre, et peut-€étre d’un individu a
un autre, apparait un dysfonctionnement
de la chaine respiratoire. Ce déficit est a
I'origine d’une symptomatologie caracté-
risée par une considérable hétérogénéité
intra et interfamiliale pour une mutation
donnée. Parmi les pistes thérapeutiques
développées dans les maladies mitochon-
driales, la possibilité de réduire le taux
d’hétéroplasmie de I'ovocyte et/ou de
I’embryon précoce apparait donc comme
prometteuse.
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Stratégies de réduction du taux
d’hétéroplasmie mitochondriale

Compte tenu de la stabilité de la quan-
tité d’ADNmt de la fécondation jusqu’a
’implantation embryonnaire (la répli-
cation mitochondriale est interrompue
durant cette période), deux grands types
d’approches peuvent théoriquement étre
utilisés. La premiere, dénommée « trans-
fert cytoplasmique », consiste a diluer les
molécules d’ADNmt mutant en injectant
du cytoplasme d’un ovocyte provenant
d’une donneuse saine dans 'ovocyte d’une
femme porteuse de mutations de ’ADNmt.
Réalisée initialement dans le but d’amé-
liorer les méthodes de reproduction assis-
tée [1], cette technique a pour princi-
pale limite de nécessiter le transfert d’au
moins 30 a 50 % du volume final de I'ovo-
cyte, afin d’obtenir une dilution adéquate
de PADNmt mutant. Les essais menés
chez I’animal font état d’une correction
insuffisante (dans tous les cas inférieurs
a 25% [2]) et chez I’lhomme d’un risque
d’anomalie chromosomique [3], voire de
modifications épigénétiques [4].

La seconde méthode, nommée « trans-
fert nucléaire » (TN) est plus radicale.
Elle consiste a transférer le noyau d’une
cellule donneuse porteuse de la mutation
de PADNmt a éradiquer dans une cellule
receveuse saine préalablement énucléée.
Suivant le stade ou sont prélevés les
noyaux, il faut distinguer :

- le transfert de vésicules germinatives
entre ovocytes immatures ;

- le transfert du fuseau méiotique entre
ovocytes matures bloqués en 2¢ division
méiotique ;

-le transfert de pronucléus entre
2 embryons au stade zygote ;

- le transfert d’un noyau d’une cel-
lule somatique adulte vers un ovocyte
énucléé (technique utilisée pour le clo-
nage), qui n’a pas vraiment d’intérét
pratique dans le cadre de la prévention
de la transmission des mutation de
’ADNmt.

Les deux inconvénients majeurs du TN
entre ovocytes immatures sont la conta-
mination par des molécules d’ADNmt
mutantes du fait de "accumulation de
mitochondries dans I’espace périnu-
cléaire des vésicules germinative d’une
part [5], et les faibles capacités déve-
loppementales des ovocytes maturés in
vitro d’autre part [6].

Le TN entre ovocytes bloqués au stade M2
apparait potentiellement intéressant, en
dépit d’une difficulté technique liée a
I’absence de délimitation membranaire
du complexe synaptonémal. Uutilisation
de la microscopie polarisée a récemment
permis de surmonter cet obstacle: des
essais menés chez I"animal ont prouvé
la faisabilité de cette approche, qui
a permis la naissance de 3 macaques
porteurs de moins de 3% d’ADNmt du
donneur [7]. Reste la contrainte de I’ob-
tention d’ovocytes au méme stade de
maturation, qui pourrait étre contournée
par 'application de cette méthode a des
ovocytes cryoconservés.
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Figurel. Stratégie de O
correction des mutations O

de PADN mitochondrial
par transfert nucléaire
entre zygotes humains. Le
prélevement précaution-
neux du caryoplaste per-
met de réduire la quantité
de cytoplasme contami-
nant et d’obtenir un taux
d’ADNmt du donneur dans
le zygote reconstitué infé-

rieur a 2 %.

Premiere application humaine
du transfert nucléaire
de pronucléus

U'équipe de D. Turnbull (Newcastle, UK)
publie dans Nature [8] la premiére
application humaine du TN de pronuclei
entre des embryons au stade zygote
résultant d’anomalies de fécondation
(mono ou trinucléés). Cette approche
avait été préalablement testée dans
des modeles murins porteurs d’un poly-
morphisme de I’ADNmt [9, 101, puis
validée chez la souris mitomice portant
une délétion de ’ADNmt [11], puisque
les souriceaux nés de cette technique
étaient indemnes de tout signe clinique
et portaient un taux d’hétéroplasmie
de 'ordre de 11 %. La stratégie consiste
a prélever un caryoplaste contenant
les pronucléus male et femelle du
zygote donneur, a le transférer dans
la zone pellucide d’un zygote rece-
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veur préalablement
énucléé, a fusionner
les membranes grace
a la protéine virale
inactivée du virus
Sendai, puis a sui-
vre le développement
in vitro des zygotes
reconstruits jusqu’au
stade de blasto-
cyste (Figurel). Le
taux d’hétéroplas-
mie mesuré dans les
embryons recons-
titués a montré une
trés faible contami-
nation par I’ADNmt
Cependant, cette
technique semble
influencer négative-
ment le développe-
ment embryonnaire
puisqu’une perte de
50 % des embryons
au stade blastocyste
est observée pour les
Blastocyste zygotes reconstitués
par comparaison aux
zygotes porteurs d’anomalies de fécon-
dation mais non micromanipulés.

Ces possibilités de modifications du
patrimoine génétique de I’ovocyte ou
de I’embryon, qui s’apparentent au
clonage, sont de fait interdites dans
la plupart des états et des pays, dont
la France. Il est possible que le légis-
lateur n’ait pas pris en compte leur
valeur thérapeutique potentielle [12].
Cependant ces approches ne sont pas
sans poser un certain nombre de ques-
tions, non seulement éthiques [13],
mais également scientifiques, en par-
ticulier vis-a-vis de leurs éventuel-
les conséquences sur les interactions
noyau-mitochondrie, compte tenu de
la provenance tri-parentale des ADN'.
Ainsi, le transfert de pronucléus mater-

!La provenance triparentale des ADN est la suivante dans
le cas du transfert nucléaire: (1) ADN cytoplasmique de
I’ovocyte/du zygote receveur ; (2) ADN nucléaire pour 1/2 de
I’ovocyte « donneur » et pour 1/2 du spermatozoide.

nel entre des embryons de différentes
especes de souris entraine des anoma-
lies de la morphologie et de la physio-
logie des souriceaux, probablement par
perturbation du dialogue mitochon-
drie-noyau [14]. De la méme fagon,
I’apparition du phénotype «surdité »
chez une lignée de souris mutée dans
le gene nucléaire Ahl est potentialisée
par une mutation du géne mitochon-
drial codant le tRNA-Arg [15]. Chez
I’lhomme, plusieurs données récentes
suggerent que la pénétrance variable
de maladies résultant de mutations de
’ADNmt (neuropathie optique de Leber,
surdités non syndromiques, une forme
de cardiomyopathie hypertrophique...)
est sous la dépendance d’un ou plu-
sieurs genes nucléaires modificateurs
[16, 17]. Indépendamment de I'impli-
cation du génome nucléaire, il est pos-
sible que I’état hétéroplasmique soit
délétere par lui-méme. €n 2007, une
équipe a ainsi montré que I’induction
d’états hétéroplasmiques chez la souris
entrainait des effets négatifs sur sa
physiologie [18]. Cette question est &
mettre en perspective avec la sélec-
tion naturelle transgénérationnelle qui
s’exerce sur ’ADNmt visant @ maintenir
ses molécules a I’état homoplasmi-
que (élimination des mitochondries
paternelles au moment de la féconda-
tion, phénomene du bottleneck durant
I'ovogenese [19, 20]).

Les détracteurs de ces techniques
objectent souvent que des méthodes
plus simples de diagnostic prénatal
ou préimplantatoire (diagnostic réa-
lisé sur I’embryon concu in vitro) per-
mettent de dépister précocement ces
maladies. Cependant, ces procédures
diagnostiques, qui sont fondées sur
une mesure du taux d’hétéroplasmie,
ne sont pas applicables aux mutations
homoplasmiques [21-23]. Par consé-
quent, en cas de projet parental, les
femmes porteuses de mutations homo-
plasmiques doivent aujourd’hui faire
appel a un don d’ovocyte. U'arrivée des
procédures de TN offrirait a ces femmes
la possibilité de choisir entre le recours



a un don, procédure dénuée de risque
mais contraignante en France (iden-
tification d’une donneuse, délai d’at-
tente), ou & un TN dont la sécurité pour
I’enfant a naitre est loin d’étre établie
et dont les contraintes seraient identi-
ques. La question au fond qui nous est
posée aujourd’hui par ces procédures
est de définir la place que nous accor-
dons a la génétique nucléaire dans la
parentalité. ¢
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