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Génome nucléaire et maladies mitochondriales :
I'exemple du syndrome de Leigh

Le syndrome de Leigh, encéphalopa-
thie nécrosante subaigué, est une des
plus fréquentes maladies mitochon-
driales de I’enfant. Elle se caractérise
par des lésions cérébrales nécro-
tiques, bilatérales et symétriques,
s’accompagnant de prolifération vas-
culaire avec perte de neurones,
démyélinisation et formation de cavi-
tés kystiques. Hétérogene sur le plan
clinique, elle ’est aussi génétique-
ment. Elle est la conséquence d’un
déficit de la chaine respiratoire, mais
n’est pas obligatoirement due a une
mutation de ’ADN mitochondrial.

Les cinq complexes
de la chaine respiratoire

L’organisation moléculaire de la
chaine respiratoire dépend en effet
de geénes mitochondriaux et de génes
nucléaires. Certaines sous-unités des
complexes de la chaine respiratoire
dépendent du génome mitochon-
drial (d’hérédité purement mater-
nelle), mais la majeure partie est
codée par des geénes nucléaires, de
transmission mendélienne. Sur le
génome nucléaire, outre des genes
de structure, se trouvent aussi tous
les génes qui participent a I'importa-
tion, l'assemblage, la fonction des
complexes, ainsi que ceux qui assu-
rent le maintien, la propagation et
I’expression du génome mitochon-
drial. On imagine donc l'extréme
hétérogénéité génétique potentielle
de ce syndrome de Leigh dans lequel
tous les modes de transmission sont
observés. La forme liée a I’X, qui est
rare, est attestée par l'existence, dans
une famille, d’'une mutation ponc-
tuelle d’'un gene porté par I'X et
codant pour la sous-unité Ela de la
pyruvate déshydrogénase. Dans une
forme récessive, chez une famille étu-
diée par Rustin ef al. [1] a 'Hopital
des Enfants malades (Paris), un autre
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gene nucléaire, codant pour la sous
unité flavoprotéique de la succinate
déshydrogénase [2] entraine une
atteinte du complexe II. Dans le
génome mitochondrial, certaines
mutations ont été observées (dans le
complexe I entre autres).

La quéte du geéne
a Porigine du déficit en COX

La forme la plus fréquente, récessive
autosomique, est toutefois due a une
déficience en cytochrome c oxydase,
ou COX, complexe IV de la chaine
respiratoire. Ce déficit est identi-
fiable biochimiquement, principale-
ment dans deux formes cliniques, la
forme classique, et une forme décrite
au Québec dans la région du Lac
Saint Jean-Saguenay [3]. L’analyse
des 13 sous-unités du complexe n’a
révélé aucune mutation pathogene.
Cette constatation est donc en faveur
d’une atteinte de genes nucléaires.
L’hypothese vient d’étre confirmée,
car une étude de complémentation
récente démontre que les hybrides,
réalisés a partir de fibroblastes de
malades, récuperent la fonction
COX grace uniquement a un apport
nucléaire, I'apport mitochondrial
restant sans effet. Fait encore plus
important, les huit cas analysés font
partie du méme groupe de complé-
mentation, ce qui laisse supposer
qu’un seul gene est impliqué dans la
forme classique [4]. Parmi les innom-
brables génes disséminés sur le
génome dont on ne connait encore
ni le nombre ni 'identité, comment
trouver une stratégie pour dépister le
ou les geénes responsables, d’autant
plus que la petite taille des familles
ne permet pas d’effectuer d’analyses
de liaison valables ?

Si, pour la forme franco-canadienne,
un gene a pu étre situé sur le chro-
mosome 13 grace a la forte endoga-

mie de cette population, on n’espé-
rait pas de sitdt découvrir le gene de
la forme classique. C’est pourtant ce
que vient de réussir une équipe cana-
dienne qui a pu non seulement loca-
liser le géne, mais encore I'identifier
[5]. Ce beau résultat tient d’abord au
choix de la technique (et leur travail
pourra servir d’exemple a d’autres
chercheurs) et ensuite a une once de
chance, comme nous allons le consta-
ter.

Le transfert par microcell
d’hybrides monochromosomiques

La méthode choisie est le transfert de
chromosomes par microcell, mise a la
disposition des chercheurs depuis
1995, grace a la constitution d’un
ensemble d’hybrides homme-souris,
dont chaque lignée ne contient
qu'un seul chromosome humain, les
autosomes de 1 a 22, plus un hybride
avec I'’X [6]. Mais son utilisation
nécessite un travail considérable qui
a peut-étre, jusqu’a présent, limité les
tentatives. I faut en effet transférer
chacune de ces lignées hybrides
monochromosomiques dans des
fibroblastes de malades pour trouver
quel est le chromosome humain qui
assure la complémentation. Apres
avoir analysé la fonction COX de
chacune des cultures de fibroblastes
d’un malade ayant recu un par un
tous les chromosomes humains, les
chercheurs canadiens purent consta-
ter que, seule, la culture portant le
chromosome 9 avait une activité
COX spécifique restaurée. L’expé-
rience fut alors répétée sur des fibro-
blastes provenant d’autres malades
avec des résultats semblables. Pour
affiner la région correctrice (c’est-a-
dire porteuse du geéne déficient chez
les malades), des microcell ne conte-
nant que des fragments du chromo-
some 9 furent transférés. La plus
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petite région permettant une com-
plémentation fut délimitée en 9q43.

Un travail déja tout maché

C’est a partir de ce stade que
I’équipe a bénéficié d’une double
chance: 1) lors de la traque du gene
TSCI dont les mutations sont respon-
sables de la plupart des cas de la sclé-
rose tubéreuse, la région avait été
entierement séquencée sur 1,4Mb.
Parmi les trente genes de la région
candidate se trouvait le groupe des
genes SURFEIT, génes de ménage au
nombre de six (de SURFI a SURFo6)
qui avaient retenu l’attention en rai-
son de leur disposition en « cluster»
(ils sont tous tres proches les uns des
autres) et parce qu’ils sont tres
conservés dans I’évolution. On les
retrouve chez les oiseaux, (qui ont
divergé des mammiféres depuis
600 millions d’années). 2) Parmi ces
six génes SURI, le gene SURFI se pré-
sentait comme un candidat privilégié
car son homologue chez la levure,
SHYI restaure l'activité COX du
mutant pet, et code pour une pro-
téine nécessaire a l'activité de la
chaine respiratoire mitochondriale.
I1 fut donc étudié en priorité. De fait,
’ADNc de SURFI restaure 'activité
COX dans les fibroblastes de
malades. La comparaison des
séquences protéiques prédites entre
la levure, le poisson Fugu rubripes, la
souris et ’homme montre une
grande conservation, surtout dans les

domaines transmembranaires. Enfin,
preuve supplémentaire si besoin
était, cinq mutations différentes
devant entrainer une protéine tron-
quée ont été trouvées dans les alleles
de malades appartenant a trois
familles non apparentées.

L’énigme de Patteinte sélective
du systeme nerveux

Par conséquent, les malades atteints
de forme classique de syndrome de
Leigh avec déficience COX, qui appar-
tiennent pour la plupart au méme
groupe de complémentation, sont trés
probablement porteurs d’'une muta-
tion du gene SURFI, en 'absence de
toute atteinte des sous-unités de struc-
ture du complexe COX. Le géne en
cause dans la forme québécoise
devrait aussi pouvoir étre isolé par
cette méme méthodologie, ainsi que
les cas dus a une déficience du com-
plexe 1 et le syndrome de déplétion
de PADNmt. On ignore encore le role
précis du géne SURFI. Il pourrait
coder pour un facteur d’assemblage
ou de maintenance spécifique du
complexe COX chez ’homme. Il reste
a comprendre comment une défi-
cience d’un geéne ubiquitaire pro-
voque cette atteinte sélective du tissu
nerveux, phénomeéne observé dans
d’autres maladies neurodégénératives.
Récemment une enzyme de la famille
des protéases AAA (codées chez la
levure par des génes mitochondriaux),
la paraplégine, a été trouvée impli-

quée dans une paraplégie spastique
héréditaire, caractérisée par une dégé-
nérescence des axones de la moelle
épiniére [7]. L’étude de ces nouvelles
classes de génes intervenant chez
I’homme dans des désordres neurodé-
génératifs est ouverte et risque d’étre
fort intéressante.
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mmm  Un pas vers le traitement par
transfert de gene de déficits immu-
nitaires combinés séveres? (suite).
En 1998, Alain Fischer rapportait
dans ces colonnes les travaux de
Bunting et al. (Memphis, TN, USA)
sur la correction du déficit immuni-
taire par thérapie génique chez des
souris immunodéficientes par défi-
cit en JAK-3: I'injection de progéni-
teurs hématopoiétiques infectés par
un vecteur rétroviral contenant le
géne de JAK-3 (m/s 1998, n°4,
vol. 14, p.510). On observait un
avantage sélectif des lymphocytes

transduits, leur proportion étant
trés supérieure a celle des autres
cellules myéloides transduites.
Aujourd’hui sur le méme modele,
I’équipe de Bunting rapporte les
capacités immunitaires retrouvées
chez les souris ayant subi une théra-
pie génique de JAK-3 apres infec-
tion par le virus Influenza A, 1étal
chez les souris non traitées [1]. Non
seulement les souris survivent mais
I’importance de leur réaction
immunitaire est tout a fait compa-
rable a celle des souris témoins nor-
males: elles produisent des immu-

noglobulines spécifiques du virus et
ont une réponse lymphocytaire T
CD4* et CD8* normale. Elles survi-
vent a 90 %. L’avantage sélectif des
lymphocytes  transduits  est
confirmé. Enfin, la présence d’un
petit nombre de cellules semble suf-
fisante pour guérir les troubles
immunitaires, ce qui augure bien
d’une possible application a
I’homme.

[1. Bunting KD, et al. Proc Natl Acad
Sci USA 1999 ; 96: 232-7.]
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