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Résumé

Face a des outils moléculaires de plus en plus puissants et pointus, I’exploration des maladies
héréditaires chez I’homme suscite un intérét sans cesse croissant. Malheureusement, les
moyens disponibles actuellement dans notre pays ne sont pas a la hauteur des aspirations des
biologistes, médecins et patients pour pouvoir mener de front cette bataille contre ces
maladies invalidantes, voire pour certaines létales.

Les dystrophies musculaires en sont une parfaite illustration puisque déja poignent a I’horizon
des approches thérapeutiques variées visant a stopper ou faire régresser la maladie chez des
patients atteints des dystrophies musculaires de Duchenne/Becker (DMD/BMD).

Dans notre contexte, nous nous sommes ainsi intéressés a explorer au plan moléculaire un peu
plus d’une centaine de patients Algériens présentant I’'une ou I’autre de ces deux affections, et
ce par criblage du géne DMD, localisé en Xp21.2 et codant la protéine dystrophine, en
utilisant une approche de deux PCRs multiplexes visant & mettre en évidence de larges
délétions intragéniques dans ce gene.

Nous avons ainsi pu poser une étiquette moléculaire de dystrophinopathie pour prés de 70%
des malades, avec caractérisation fine de I’altération génétique en cause dans leur maladie,
soulignant toute la pertinence de notre approche d’investigation et suggérant la forte
prévalence de ces deux affections neuromusculaires dans notre population.

D’autre part, I’analyse des données générées expérimentalement nous a permis de connaitre
précisément dans le géne DMD les régions exoniques altérées par les mutations chez ces
patients, autant que I’étendue de ces anomalies et la mise en évidence de I’implication
préférentielle d’un site mutationnel "hot-spot", le site P20, en position distale par rapport au
géne.

Egalement, I’utilisation combinée d’analyses bioinformatiques nous a ouvert I’opportunité de
caractériser avec exactitude I’effet délétere potentiel que ne manquaient pas de créer les
délétions intergéniques identifiées chez les malades, esquissant d’intéressantes corrélations
phénotype/génotype en vue d’un diagnostic différentiel entre les deux formes alléliqgues DMD
et BMD.

Le présent travail que nous avons réalisé souligne la faisabilité et la puissance de I’approche
diagnostique que nous avons suivie, une démarche assez simple a mettre en place dans un
laboratoire de biologie moléculaire, reproductible, précise et d’un codt relativement modérg,
arguments qui en font une méthode de choix pour explorer les dystrophinopathies dans notre
pays, pour contribuer a une meilleure connaissance de sa composante génétique et qui laissent
entrevoir son utilisation dans le cadre d’une meilleure prise en charge des malades et dans la
mise en ceuvre d’un conseil génétique éclairé a I’attention des familles qui en sont
demandeuses.

Mots-clés:  Dystrophies  musculaires  progressives, dystrophies musculaires de
Duchenne/Becker, géne DMD, protéine dystrophine, délétions intragéniques, corrélations
phénotype/génotype.



Abstract

Towards more and more precise and powerful molecular tools, studies of hereditary diseases
in human generate a great interest. Unfortunately, the actual available means in our country
are not enough sufficient to win the war of the biologists, the clinicians and the patients
against these invalidating diseases, and for some of them lethal.

Muscular dystrophies constitute a perfect illustration of this view since various therapeutic
approaches begins to appear, in order to stop or regress the disease in patients affected with
Duchenne/Becker muscular dystrophies (DMD/BMD).

In our context, we have been interested to explore at a molecular level more than hundred
Algerian patients affected with one of the two affections, therefore screening the DMD gene,
localized in Xp21.2 and coding the dystrophin protein, by the use a two multiplex PCR
approach to bring in light large intragenic deletions in this gene.

So, we have been able to establish at a molecular level a diagnosis of dystrophinopathy for
about 70% of our patients, with a fine characterization of the genetic defect responsible of
their disease, thereby reinforcing the relevance of our approach of investigation and
suggesting the high prevalence of these two neuromuscular diseases in our population.

On the other hand, analysis of the data generated by our experimental procedures allowed us
to know precisely in the DMD gene which exonic regions were altered in our patients, as well
as the extent of these abnormalities and the preferential involvement of a mutational hot-spot
region, P20, localized distal to the gene.

Also, combined use of bioinformatic analysis allowed us to characterize exactly the potential
deleterious effect that could be created by the intragenic deletions identified in the patients,
lightening interesting phenotype/genotype correlations for a differential diagnosis between the
two allelic forms DMD and BMD.

The present work we have realized underlines the feasibility and the power of the diagnosis
approach we have used, an approach rather simple to set up in a laboratory of molecular
biology reproducible, precise and of a relatively moderated cost, a set of arguments which
make it a method of choice to explore dystrophinopathies in our country, in order to
contribute to a better knowledge of its genetic constitution and that raises the opportunity to
use it for a better care of the patients and in the implementation of a genetic council towards
families.

Key-words: Progressive muscular dystrophies, Duchenne/Becker muscular dystrophies,
DMD gene, dystrophin protein, intragenic deletions, phenotype/genotype correlations.
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Introduction

Depuis pres de 30 ans, des progrés considérables ont été accomplis dans la
connaissance des maladies neuromusculaires. Pendant plus d’un siécle, depuis les travaux de
Duchenne de Boulogne en 1868, jusqu’au milieu des années 1980s, les travaux publiés
concernaient surtout la description sémiologique des différentes maladies musculaires, avec
d’ailleurs une analyse souvent extrémement complete, détaillée et encore valide de nos jours.
Parallelement, les techniques d’exploration se sont considérablement développées,
particulierement dans le domaine de I’'immunohistochimie et de la biologie moléculaire,
rendant I’étude de ces maladies encore plus pluridisciplinaire qu’auparavant.
Anatomopathologie, physiologie, biochimie, génétique, biologie moléculaire, ... sont
désormais concernées au premier rang, bien que I’analyse sémiologique initiale garde toute sa
place et demeure indispensable pour aboutir a un diagnostic précis [Emery, 2002; Petiot et
Urtizberea, 2004].

Les myopathies se répartissent en deux grands groupes: les myopathies d'origine
génétique, qui comprennent les dystrophies musculaires ou, du fait d'une altération primaire
des fibres musculaires, celles-ci se détruisent progressivement, les myopathies congénitales
dues a une anomalie du développement et de la maturation des fibres pendant la période
feetale, et les myopathies métaboliques secondaires a un dysfonctionnement de la voie de
dégradation des sucres (glycogénoses), du métabolisme des graisses (lipidoses) ou de la
chaine respiratoire mitochondriale; les myopathies acquises, survenant sur un muscle
antérieurement sain et qui regroupent les myopathies inflammatoires, les myopathies toxiques
et médicamenteuses et les myopathies endocriniennes [Emery, 2002; Petiot et Urtizberea,
2004].

Les dystrophies musculaires progressives (DMP) constituent un groupe tres
hétérogene d’affections héréditaires, liées a une dégénérescence primitive du tissu musculaire
et se manifestant par une faiblesse musculaire et une atrophie des masses musculaires,
manifestations progressives consécutives a des déficits qualitatifs ou quantitatifs de certaines
protéines, conduisant enfin a la nécrose du tissu musculaire [Petiot et Urtizberea, 2004;
Bougeon, 2008].

Bien que les dystrophies musculaires aient une distribution et une sévérité variables,
I’analyse du muscle dystrophique par anatomopathologie peut parfois montrer des Iésions
caractéristiques affectant le diamétre des fibres musculaires, des altérations de type nécrose-
régénération, une centralisation nucléaire et une augmentation du tissu conjonctivo-adipeux
qui vient combler les zones musculaires détruites [Skuk et al., 2004].

Les dystrophies musculaires se manifestent le plus souvent durant I’enfance ou
I’adolescence, montrant toutefois une grande hétérogénéité dans I’age de début, la sévérité et
I'évolutivité de la maladie, permettant ainsi d’individualiser cliniquement des formes
précoces, débutant tres t6t dans I’enfance, des formes trés tardives et tout le continuum lié a la
variabilité phénotypique qui subsiste entre ces deux tableaux [Emery, 2002; Petiot et
Urtizberea, 2004; Laforét et al., 2008; Guis et al., 2010].



Introduction

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD, MIM 310200) est une maladie
neuromusculaire caractérisée par une atrophie et une faiblesse musculaires progressives dues
a une dégénérescence des muscles squelettiques, lisses et cardiaques. Cette affection affecte
les individus du sexe masculin avec une incidence a la naissance d’environ 1/3.500 garcons.
Elle débute précocement durant la petite enfance, se manifestant par un retard de
développement moteur et musculaire dont la symptomatologie aboutit a une perte de la
marche, une insuffisance respiratoire et une cardiomyopathie, avec, malheureusement, une
issue fatale durant I’adolescence [Emery, 2002; Petiot et Urtizberea, 2004; Lovering et al.,
2005].

La dystrophie musculaire de Becker (BMD, MIM 300376) affecte environ 1 garcon
sur 30.000, est d’apparition plus tardive, généralement vers les 2°™ et 3°™ décades, et
d’évolution lente, I’espérance de vie étant surtout tributaire des atteintes cardiaque et/ou
respiratoire, qui ne sont d’ailleurs pas systématiquement rencontrées [de Recondo et de
Recondo, 2001; Lovering et al., 2005].

Les dystrophies musculaires de Duchenne et Becker, qui comptent parmi les
dystrophies musculaires progressives les plus fréquentes, se transmettent selon un mode
récessif lié au chromosome X et constituent deux variantes alléliques d’une atteinte
musculaire causée par des mutations dans un méme gene, DMD, localisé en Xp21.2 et codant
une protéine, la dystrophine, associée a la membrane cytoplasmique des cellules musculaires
ou elle assure un role extrémement important dans I’architecture et la fonction des fibres
musculaires en servant de point d’ancrage et de cohésion a un ensemble d’autres protéines
musculaires qui s’y complexent et qui sont d’ailleurs responsables d’autres formes de
dystrophies musculaires progressives [Dalkilic et Kunkel, 2003; Leturcg et Kaplan, 2005;
Lovering et al., 2005; Bougeon, 2008; Guis et al., 2010].

Le gene DMD, trés grande entité de 2,5 millions de paires de bases, peut étre le siege
de plusieurs types d’altérations mutationnelles : mutations ponctuelles, duplications partielles
et, surtout, larges délétions intragéniques représentant prés de 70% des anomalies chez les
patients DMD/BMD [Dalkilic et Kunkel, 2003; Leturcq et Kaplan, 2005].

Au cours de notre travail, nous avons eu a explorer au plan moléculaire 103 patients
avec une étiquette clinique de dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) ou de Becker
(BMD), en vue de poser d’abord un diagnostic moléculaire fin et précis, et ce en criblant le
géne DMD par PCRs multiplexes a la recherche de délétions intragéniques dans ce géne.

Notre objectif était d’apprécier si nos analyses moléculaires pouvaient apporter une
réponse fiable, permettant de valider notre approche, et offrir un diagnostic différentiel dont
I’intérét évident pour la prise en charge, le traitement et le conseil génétique est capital,
d’autant que se profilent déja a I’horizon des approches thérapeutiques fort encourageantes
dont ne pourront pourtant bénéficier que les patients pour lesquels I’altération moléculaire
responsable de leur maladie aura été précisément caractérisée.
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Chapitre I : Tissu musculaire

l. Introduction

Le corps humain est composé de trois différents types de muscles qui, a eux seuls,
forment 40 a 50% de la masse totale corporelle. Leurs contractions permettent d’accomplir
trois grandes taches :

- Le mouvement
- Le maintien de la posture
- La production de chaleur

Le tissu musculaire possede plusieurs caractéristiques qui lui sont propres et qui sont
essentielles a son fonctionnement : il peut se contracter en réponse a des stimuli électriques
afin de générer une certaine force; il est extensible et élastique, c’est-a-dire que le muscle peut
s’étirer sans étre endommaggé et reprendre sa forme initiale suite a une contraction.

Parmi les différents types musculaires qui nous composent, on retrouve : le muscle
cardiaque, les muscles squelettiques et les muscles lisses.

Le muscle cardiaque, formé de cellules striées, est capable de contractions rythmées et
continues qui permettent un pompage régulier du sang dans tout I’organisme.

Le muscle lisse est formé de cellules non striées et fusiformes, rentrant dans la
composition des structures viscérales (tube digestif, trachée respiratoire, cavité abdominale).

Le muscle squelettique, quant a lui, se nomme ainsi car il est attaché aux os et sert aux
mouvements du squelette; tout comme le muscle cardiaque, le muscle squelettique est strié.
Les muscles squelettiques sont capables de générer des forces sur les structures osseuses et
jouent donc un réle central dans la fonction de locomotion et permettent également aux étres
vivants de contrbler et de modifier leur environnement en saisissant et en déplacant des
objets. Les dystrophinopathies, qui constitueront I’objet de nos recherches, touchent
principalement le tissu musculaire squelettique, mais aussi les muscles lisses et cardiaques des
patients atteints [Sanes, 1994; Sciote et Morris, 2000].

1. Organisation et physiologie générale des différents types musculaires
11.1. Muscle squelettique
11.1.1. Histologie du muscle squelettique

Le tissu musculaire squelettique doit sa nomenclature au fait qu’il est relié au squelette
et impose ainsi un mouvement a I’ensemble de la structure osseuse. Toutefois, certains
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muscles squelettiques peuvent étre attachés a la peau, a d’autres muscles ou encore a des
structures fibreuses (fascias).

Le muscle humain est bien structuré, chaque muscle étant formé de plusieurs faisceaux
de fibres musculaires qui regroupent jusqu’a une centaine de fibres. Plusieurs couches de tissu
conjonctif entourent le muscle. Le fascia profond tapisse les parois du corps et aide au
maintien des différents muscles. Sous le fascia, trois autres couches de tissu conjonctif
viennent protéger et renforcer les différents muscles. L’épimysium entoure tout le muscle
tandis que le périmysium sépare chaque faisceau de fibres. L’endomysium, quant a lui, occupe
I’espace entre chaque fibre. 1l se divise en deux couches : la lame réticulaire et la lame basale.
L’ensemble de ces tissus forme la matrice extracellulaire (MEC) musculaire qui contient
principalement divers types de collagénes, de la fibronectine, de la vitronectine, des
protéoglycannes et des laminines (Figure 1) [Sanes, 1994].

Au niveau microscopique, les fibres musculaires sont entourées par une membrane
plasmique appelée sarcolemme. Elle entoure le sarcoplasme ou baignent de nombreuses
organelles. La fibre musculaire provient de la fusion de plusieurs cellules dont les multiples
noyaux (syncytium) se situent en bordure du sarcolemme. Les fibres musculaires
squelettiques se distinguent aussi par la présence de myofibrilles. Ces petits filaments clairs et
sombres font apparaitre les rayures ou stries dans le muscle (Figure 1). Les myofibrilles
renferment des myofilaments épais (myosine) et fins (actine) qui produisent la contraction
musculaire.

La contraction musculaire se déclenche au niveau de I’'unité motrice qui se compose
d’un neurone moteur et de fibres musculaires (en moyenne 150) qui lui sont associées. Il
existe donc plusieurs unités motrices dans chaque muscle. A la jonction neuromusculaire
(JNM), les fibres sont stimulées par le neurone grace a un neurotransmetteur, I’acétylcholine
(Ach). Cette molécule est relachée par le neurone et captée par les fibres grace a des
récepteurs spécifiques. La liaison de I’Ach a son récepteur ouvre un canal qui fait passer de
petits cations, comme le sodium (Na+), dans la fibre musculaire. Ce changement génere un
potentiel d’action qui se propage le long de la membrane de la cellule musculaire pour initier
la contraction musculaire. Habituellement, il existe une jonction neuromusculaire par fibre
musculaire squelettique, avec pour rble de relier I’information nerveuse au systeme
musculaire.

Le potentiel d’action induit par I’Ach entraine une augmentation de la concentration
de calcium (Ca?*) dans le sarcoplasme. Les ions Ca?* se combinent avec la troponine pour
modifier sa forme. Cette modification fait glisser la troponine-tropomyosine hors des sites de
liaisons de la myosine sur I’actine pour ainsi permettre la contraction. Le processus de
contraction musculaire nécessite aussi de I’énergie. En effet, I’hydrolyse de I’ATP (adénosine
triphosphate) permet aux tétes de myosine de glisser le long de filaments d’actine. Lorsque le
Ca®*, PATP et I’Ach & la JNM diminuent, le muscle se relache et la force motrice cesse.
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Il existe plusieurs types de fibres musculaires squelettiques qui possédent des
capacités contractiles et des caractéristiques différentes :

- Fibres musculaires de type | : ces fibres sont surtout retrouvées dans les muscles de
postures. Elles se contractent lentement, sont résistantes a la fatigue et contiennent beaucoup
de myoglobine et de mitochondries.

- Fibres musculaires de type 11-A : ces fibres sont a contraction lente et sont résistantes
a la fatigue. Elles contiennent également beaucoup de myoglobine et de mitochondries.

- Fibres de type I1-B : elles se contractent rapidement et ne sont pas résistantes a la
fatigue. Ceci s’expliquerait par leur faible teneur en mitochondries et en myoglobine [Sciote
et Morris, 2000].

11.1.2. Cellules satellites

Décrites pour la premiere fois chez la grenouille, les cellules satellites sont des cellules
mononuclées qui se trouvent sous la membrane basale dans un état quiescent, leur réle étant
d’assurer la régénération des fibres musculaires. Une fois qu’un dommage musculaire
survient, les cellules satellites entrent dans le cycle cellulaire et commencent a se multiplier.
On arrive a reconnaitre les cellules satellites grace a leur état de quiescence : elles ont peu
d'organelles cellulaires et un noyau hétérochromatique; elles expriment également différents
marqueurs cellulaires comme le récepteur c-met et les syndécanes 3 et 4 qui sont essentiels au
bon fonctionnement du muscle [Bladt et al., 1995; Cornelison et Wold, 1997; Cornelison et
al., 2001; Cornelison et al., 2004], la M-cadhérine et le CD34 n’étant exprimés que dans
certaines populations de cellules satellites en quiescence [Cornelison et Wold, 1997
Beauchamp et al., 2000]. Par ailleurs, plusieurs marqueurs ont été identifiés comme étant
propres aux cellules satellites : le facteur de transcription Pax7 a été identifié comme étant un
marqueur important des cellules satellites quiescentes in vivo [Seale et al., 2000], ainsi que le
facteur de transcription Pax-3 [Relaix et al., 2005]. L’identification et le rbéle des facteurs
exprimés par les cellules satellites sont encore a I’heure actuelle des domaines qui sont en
voie d’exploration.

Les cellules satellites possédent la capacité de s’activer pour contribuer a la
régénérescence musculaire tout en conservant une population de cellules en quiescence
relativement stable (Figure 2) [Schultz et McCormick, 1994]. Les cellules peuvent donc se
renouveler afin d’assurer une réserve qui ne s’épuise habituellement pas [Zammit et al.,
2004].
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Figure 1. Histologie du tissu musculaire. (A) Le muscle squelettique attaché a I’os par un
tendon est ceint par deux membranes. Plus & I’extérieur, on retrouve le fascia profond et, plus
en profondeur, I’épimysium. Le muscle squelettique est formé de plusieurs faisceaux de
fibres. Ces faisceaux sont entourés d’une membrane appelée périmysium et sont irrigués dans
la matrice extracellulaire par des arteres et des veines. Les fibres musculaires a I’intérieur des
faisceaux sont entourées d’un tissu conjonctif appelé endomysium. A I’intérieur de chagque
fibre musculaire, on retrouve des myofibrilles. Des cellules mononuclées situees prés des
fibres musculaires, appelées cellules satellites, demeurent disponibles pour la régénération
musculaire. (B) Représentation en coupe transverse histologique du tissu musculaire humain.
Une fibre musculaire (fleche blanche) et un capillaire sanguin (fleche noire) y sont illustrés.
(C) Micrographie électronique du tissu musculaire montrant le noyau d’une fibre musculaire
(FM) et d’une cellule satellite (CS). La cellule satellite en quiescence possede un gros noyau
constitué principalement d’hétérochromatine. (D) Schématisation de C, ou la cellule satellite
repose entre la lame basale (téte de fleche noire ou ligne verte) et le sarcolemme de la fibre
(téte de fleche blanche ou ligne rouge) [Tortora et Grabowski, 1994].
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11.1.3. Régénération du muscle squelettique

Le muscle squelettique a la capacité intrinseque de se régénérer au cours de
I’existence. Il faut environ 2 semaines a un muscle pour retrouver sa cyto-architecture
normale suite @ un dommage. Plusieurs modéles de régénération musculaire ont été testés
(écrasement, froid, agents chimiques). Néanmoins, la méthode la plus reproductible reste
I’utilisation d’agents chimiques comme la cardiotoxine, la bupivacaine et la notexine [d’Albis
et al., 1988; Martin et Ontell, 1988]. L’ajout de ces agents induit une réponse cellulaire et
moléculaire bien orchestrée. D’abord, les fibres musculaires entrent en nécrose, puis
deviennent perméables et libérent de la créatine kinase tout en permettant I’entrée du Ca?".
Certaines protéases intracellulaires dépendantes du calcium, comme les calpaines, participent
alors a la dégradation et la réorganisation des protéines des myofibrilles et du cytosquelette
[Kwak et al., 1993; Alderton et Steinhardt, 2000].

Les fibres musculaires forment des vacuoles et se lysent de fagon compléte ou
partielle, selon le dommage [Goetsch et al., 2003]. Conséquemment, un cedéme se forme et
des neutrophiles envahissent rapidement (en 2 heures) le tissu endommagé, ou ils sécrétent
des facteurs trophiques, comme le HGF et I'IGF-1, afin d’activer les cellules satellites
[Mourkioti et Rosenthal, 2005; Tatsumi et al., 1998]. Les cellules satellites expriment alors
fortement les facteurs MyoD et MRF4, et sortent de leur état de quiescence. La réaction
inflammatoire se poursuit par I’infiltration de macrophages et, quelques fois, de lymphocytes.
Les macrophages phagocytent alors les fibres musculaires nécrotiques. Entre 2 et 3 jours
apres le dommage, les cellules satellites proliferent et expriment les facteurs Myf5, puis
myogénine et desmine [Goetsch et al., 2003] (Figure 2).

Eventuellement, les myoblastes se différencient et forment des myotubes centro-
nucléés, signe caractéristique de tissu musculaire en régénérescence. Enfin, les myotubes
deviennent des fibres matures possédant des noyaux périphériques. Des fibroblastes
envahissent la zone pour remodeler la matrice extracellulaire, intervenir dans le processus
d’angiogenése et produire du tissu conjonctif [Prisk et Huard, 2003]. Une multitude de
facteurs de croissance sont impliqués dans les derniéres étapes du processus de régénération
musculaire (HGF, FGF, TGF-B, IL-6, IGF-1, ...).
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Figure 2. Cellules satellites dans le muscle adulte. (A) Représentation schématique de la
régénération musculaire. Suite a un dommage, les cellules satellites en quiescence s’activent,
proliferent et deviennent successivement des cellules précurseurs du muscle (CPMs) et des
myoblastes. Au cours de cette amplification cellulaire, la population de cellules satellites est
renouvelée. Enfin, les myoblastes fusionnent et se différencient pour former des fibres
musculaires centronucléées. (B) Les genes exprimés dans les cellules satellites lors de la
différenciation terminale. Les cellules satellites musculaires (CSMs) en quiescence expriment
plusieurs marqueurs. Les principaux sont Pax3, Pax7, m-cadhérine (m-cad), le récepteur du
HGF (c-met) et les syndécanes 3 et 4. Apres I’activation des cellules satellites, les CPMs
expriment Myf5, MRF4 et MyoD. Les myoblastes, quant & eux, activent les génes de la
myogénine et de la desmine avant leur fusion [Shi et Garry, 2006].
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11.2.  Tissus musculaires cardiaque et lisse

Le cceur, ainsi que les muscles lisses, sont des types de muscle qui sont également
atteints dans le cas des dystrophinopathies. Cependant, ils sont affectés moins rapidement par
la maladie.

Le muscle cardiaque est un muscle strié involontaire, tout comme la plupart des
muscles lisses. Les fibres musculaires cardiaques forment un réseau qui se contracte
uniformément a raison d’environ 75 fois par minute au repos. Pour fonctionner, le tissu
cardiaque a besoin d’une forte quantité d’ATP, source d’énergie qu’il génére de facon
aérobie. Sa contraction ne dépend pas de la libération d’acétylcholine. Certaines fibres
cardiaques spécialisées se chargent et se déchargent sous I'influence d’une stimulation
nerveuse pour déclencher la contraction.

De son c6té, le muscle lisse posséde des fibres plus petites que le muscle squelettique.
Les fibres du muscle lisse se contractent en un bloc en prenant appui sur les corps denses et
les filaments intermédiaires présents dans leurs sarcoplasmes. Des muscles lisses sont
présents dans les vaisseaux, les organes internes (estomac, intestins, utérus, vessie) et
I’appareil respiratoire (bronchioles). Le muscle lisse se contracte de fagon involontaire gréce
au potentiel d’action du systeme nerveux autonome et a certains facteurs locaux (température,
oxygene, gaz carbonique, adrénaline, etc.).

Les muscles cardiaques et lisses ne se régénerent pas comme le tissu squelettique. Du
tissu cicatriciel envahit la zone endommagée et entraine une perte fonctionnelle. Des greffes
cellulaires ont été tentées dans le tissu cardiaque afin de réparer le dommage, et les résultats
sont plus ou moins concluants, dépendant des groupes et des cellules utilisées [Hagege et al.,
2006; Srivastava et Ivey, 2006].

11.3.  Muscle dystrophique

Dans le cas d’un muscle dystrophique, la dégénérescence musculaire causée par la
fragilité des fibres suscite une demande constante en cellules satellites. Cette forte
sollicitation fait en sorte que des cellules myogéniques du patient vieillissent prématurément
[Schafer et al., 2006]. Chez un enfant de cing ans, il semble que la capacité de division de ses
cellules satellites soit restreinte a environ 56 divisions [Blau et al., 1990]. Avec I’épuisement
de la réserve de cellules satellites, les muscles dystrophiques perdent graduellement leur
faculté de régénéerescence et on observe un déclin constant de I’état du patient. Les fibres
musculaires endommagées ne pouvant plus étre réparées, elles sont progressivement
remplacées par une croissance des tissus conjonctifs (fibrose) et adipeux (Figure 3). Cette
prolifération anormale des fibroblastes et adipocytes est stimulée par la libération constante de
facteurs de croissance suite aux dommages musculaires [Gorospe et Hoffman, 1992].
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Figure 3. Dégénérescence musculaire chez les patients atteints de dystrophie musculaire de
Duchenne. (A) Histologie d’un muscle squelettique normal présentant des fibres bien accolées
séparées les unes aux autres par une fine couche d’endomysium. (B) et (C) illustrent des
histologies musculaires a un stade avancé de la maladie. Non seulement les fibres sont plus
petites, mais leur nombre est fortement diminué. Les fibres endommagées sont remplacées par
de la fibrose (épaississement de I’endomysium en B) ainsi que du tissu adipeux
(particulierement prédominant en C). (D) Représentation schématique de I’épuisement des
cellules satellites ainsi que de la disparition des fibres musculaires suite aux cycles de
dégénérescence et régénérescence [Skuk et al., 2004].
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Bien que I’augmentation graduelle de la fibrose, en réponse aux cycles répétés de
dégénérescence/régénérescence, puisse nuire au déplacement intramusculaire des cellules
myogéniques requises pour la réparation des fibres et la formation de myotubes [Irintchev et
al., 1997; Bockhold et al., 1998], I’épuisement de la réserve de cellules réparatrices demeure
le principal responsable de la diminution du potentiel régénératif observe dans les muscles du
patient dystrophique [Luz et al., 2002].

11
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Chapitre Il : Dystrophies musculaires
de Duchenne et de Becker

l. Introduction

Les myopathies sont des maladies qui touchent les muscles. Elles se caractérisent par
une atrophie des tissus musculaires, subséquente a une dégénération progressive de ces
mémes tissus. Elles se répartissent en deux grands groupes [Petiot et Urtizberea, 2004;
Bougeon, 2008] :

Myopathies d’origine génétique : Elles comprennent :

- les dystrophies musculaires progressives ou, du fait d’une altération primaire des
fibres musculaires, ces derniéres se détruisent progressivement;

- les myopathies congénitales dues a une anomalie du développement et de la
maturation des fibres pendant la période feetale;

- les myopathies métaboliques, secondaires a un dysfonctionnement de la voie de
dégradation des sucres (glycogénoses), du métabolisme des graisses (lipidoses) ou de la

chaine respiratoire (maladies mitochondriales).

Myopathies acquises : Celles-ci surviennent sur un muscle antérieurement sain et
regroupent :

- les myopathies toxiques et médicamenteuses;

- les myopathies inflammatoires;

- les myopathies endocriniennes.
1. Dystrophies musculaires progressives

Les dystrophies musculaires progressives représentent un groupe de maladies
héréditaires responsables d'une faiblesse musculaire progressive avec amyotrophie et
altérations morphologiques du muscle squelettique a type de nécrose, de dégénérescence
graisseuse, de prolifération fibreuse et de régénération. A lintérieur de ce groupe,
s'individualisent plusieurs maladies, d'abord identifiées selon leurs caractéres phénotypiques,

le mode de transmission héréditaire et leurs caractéristiques anatomopathologiques.

Le cadre des dystrophies musculaires progressives a en fait connu un véritable
remaniement grace aux progrés extraordinaires de la génétiques moléculaire, les études

12
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immunohistochimiques et biochimiques, tel que le Western Blot qui utilise des anticorps
spécifiques des protéines musculaires, permettant en outre de distinguer les différentes formes
de dystrophies musculaires et ce en décelant la protéine déficiente [Dalkilic et Kunkel, 2003;
Lovering et al., 2005; Laforét et al., 2008].

Plusieurs affections sont regroupées sous le vocable de dystrophies musculaires
progressives :

- Myopathie de Duchenne, liée au chromosome X;

- Myopathie de Becker, liée au chromosome X;

- Myopathie d’Emery-Dreyfus, liée au chromosome X ou autosomique dominante;

- Myopathie facio-scapulo-humérale, autosomique dominante;

- Dystrophies musculaires des ceintures, autosomiques dominantes ou récessives;

- Dystrophies musculaires congénitales, autosomigques dominantes ou récessives;

- Dystrophie myotonique de Steinert, autosomique dominant;

- Myopathies oculo-pharyngées, autosomique dominant; et

- Myopathies distales, autosomigques dominantes ou récessives.

Les différentes formes de dystrophies musculaires se différencient par I’age
d’apparition du déficit musculaire, et la répartition de la faiblesse et de I’atrophie musculaires:
atteinte de la face et des épaules débutant dans la deuxiéme décade pour la dystrophie facio-
scapulo-humérale ou maladie de Landouzy-Déjerine, début par la racine des membres dans la
petite enfance pour la dystrophie musculaire de Duchenne et la dystrophie musculaire des
ceintures de type LGMD2C, dans I’adolescence ou a I’age adulte pour la dystrophie
musculaire de Becker et les myopathies des ceintures, atteinte des muscles releveurs des
paupieres et de la déglutition débutant vers I’age de 50-60 ans pour la dystrophie oculo-
pharyngée, déficit des muscles distaux (jambes, pieds, avant-bras, mains) débutant a I’age

adulte pour les myopathies distales (Figure 4), bien que ces critéres ne constituent pas une
regle absolue [Emery, 2002; Lovering et al., 2005; Laforét et al., 2008].

13
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Figure 4. Classification des dystrophies musculaires selon la distribution de I’atteinte
musculaire (les régions ombrées représentent les endroits affectés par la maladie). A,
Dystrophie musculaire de Duchenne et Becker (DMD et BMD); B, Myopathie d’Emery-
Dreyfus; C, Dystrophies musculaires des ceintures; D, Dystrophie musculaire facio-scapulo-
humérale; E, Myopathie distale; F, Myopathie oculo-pharyngée [Emery, 2002].
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I11.  Classification des dystrophies musculaires progressives

La nosologie des dystrophies musculaires a largement évolué au cours du XX
siecle, alors que son histoire commence en 1868 avec la description par Duchenne de
Boulogne d’une "paralysie musculaire pseudo-hypertrophique"”. Depuis le début du siécle les
noms de Landouzy et Déjerine, d'Erb, de Taylor, de Gowers, de Batten, restent attaches a
I'individualisation de concepts cliniques qui gardent encore toutes leurs valeurs de dystrophie
facio-scapulo-humérale, de dystrophies musculaires des ceintures, de dystrophie musculaire
oculo-pharyngée, de myopathies distales, ou de dystrophies musculaires congénitales,
auxquelles s'ajouteront quelques années plus tard les noms de Becker ou d'Emery et Dreyfus
pour des formes cliniques de dystrophies progressives d'évolution lente ou de topographie
scapulo-péroniére avec atteinte cardiaque. C'est au milieu du XX*™ siécle que la notion
d'hérédité, et donc de génétique, fut introduite avec la classification de Walton et Natrass,
distinguant les dystrophies musculaires liées au chromosome X, les dystrophies a
transmission autosomique dominante regroupant les maladies décrites par Landouzy et
Déjerine et les dystrophies a transmission autosomique récessive avec un groupe hétérogene
de myopathies des ceintures décrites par Erb [Gilman, 2007; Laforét et al., 2008; Bushby et
al., 2009; Guis et al., 2010] (Tableau 1).

La généralisation des études anatomopathologiques a ensuite permis de distinguer que
si la notion de nécrose-régénération pouvait étre caractéristique de certaines myopathies
comme les dystrophies liées a I'X, les dystrophies musculaires congénitales et les dystrophies
progressives autosomiques récessives de I'enfant présenteraient des désorganisations
morphologiques moins typiques. Bien que les données cliniques, d'hérédité et
anatomopathologiques restent des éléments majeurs pour I’établissement diagnostic, les
connaissances moléculaires pourraient maintenant évoluer vers une classification basée sur
l'anomalie protéique causale. Ainsi, un groupe de dystrophies musculaires pourrait
s'individualiser autour de la notion danomalies intéressant le complexe fonctionnel
multiprotéique "dystrophine-glycoprotéines de membrane-laminine”, mettant en relation, a
travers le sarcolemme, le cytosquelette contractile actino-myosinique et la matrice
extracellulaire entourant la cellule musculaire avec une corrélation anatomopathologique
puisque c'est dans ce groupe que les altérations morphologiques sont typiquement
dystrophiques. Pour les autres types, dystrophies musculaires des ceintures, facio-scapulo-
humérale et oculopharyngée, l'altération trophique histologique n'est pas aussi caractéristique,
voire méme pseudo-neurogene, comme dans la dystrophie musculaire d'Emery-Dreyfus.
Lorsque la protéine en cause est connue, on peut méme savoir, bien que son rdle ne soit pas
encore parfaitement compris, que la pathogénie s'integre dans un contexte fonctionnel
différent [Petiot et Urtizberea, 2004; Serratrice, 2006; Laforét et al., 2008].

D’année en année, la classification des dystrophies musculaires n’a cessé d’évoluer et
ce en tenant compte de trois approches différentes : clinique, anatomopathologique et
génétique.
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Tableau I. Classification des dystrophies musculaires progressives en fonction des données
moléculaires. LGMD, dy;strophie musculaire des ceintures; DMC, dystrophie musculaire
congénitale; WWS, dystroglycanopathie; XR, li€é a X récessif; AD, autosomique dominant;
AR, autosomique récessif [Bushby et al., 2009].

. . Mode de Localisation X -
Dystrophie musculaire - P Geéne (proteine)
transmission | cytogénétigue
Duchenne/Becker XR Xp21.2 DMD (dystrophine)
Emery-Dreyfus type 1 XR Xq28 EMD (émerine)
Emery-Dreyfus type 2 XR X(26.3
Emery-Dreyfus/LGMD1B AD/AR 1921.2 LMNA (lamines A/C)
Facio-scapulo-humérale AD 4935 -
LGMD1A AD 5031 MYOT (myotiline)
LGMD1C AD 3p25 CAV3 (cavéoline-3)
LGMD1D AD 7q -
LGMDI1E AD 6023 -
LGMD1F AD 7932 -
LGMD1G AD 4921 -
LGMD2A AR 15q15 CAPNS3 (calpaine-3)
LGMD2B AR 2pl3 DYSF (dysferline)
LGMD2C AR 13912 SGCG (y-sarcoglycane)
LGMD2D AR 17921 SGCA (a-sarcoglycane)
LGMD2E AR 4q12 SGCB (B-sarcoglycane)
LGMD2F AR 5023 SGCD (6-sarcoglycane)
LGMD2G AR 17q12 TCAP (téléthonine)
LGMD2H AR 9933.3 TRIM32 (tripartite motif-containing 32)
LGMD2I/DMC1C/WWS AR 19913.3 FKRP (fukutin-related protein)
LGMD2J AR 2031 TTN (titine)
LGMD2K/WWS AR 9g34.1 POMT1 (protein-O-mannosyl-transferase-1)
LGMD2L AR 11pl4 ANO5 (anoctamine-5)
'Efk'\f;fn'\gllm% AR 9g31 FKTN (fukutine)
LGMD2N/WWS AR 14924 POMT?2 (Protein-O-mannosyl-transferase-2)
LGMD20/WWS AR 1p34.1 POMGNT1 (Protein_-O-mannose-Bl,Z-N-
acetylglucosaminyltransferase-1)
DMC1A AR 6922 LAMAZ (chaine laminine 0.2)
DMC1B AR 1g42 -
DMC1D AR 22q12.3 LARGE (like-glycosyltransferase)
DMC avec rigid spine AR 1p36 SEPN2 (sélénoprotéine N1)
ggt"hclelrﬂ]””‘:h/ Myopathie AR, AD | 21q22.3,2q37 | COL6AL, A2, A3 (chaines o collagéne V1)
:?]'t\ggri‘;‘]‘éec deficit en AR 1213 ITGAT (intégrine o7)
(?y'\r’]'acm"}‘rﬁ‘fzdﬁ'c” en AD 19p13.2 DNM2 (dynamine-2)
Epidermolysis bullosa AR 8g24-qter PLEC1 (plectine)
Oculo-pharyngée AR, AD 14911.2-g13 | PABPNL1 (poly(a) binding protein nuclear 1)
Dystrophie myotonique 1 AD 19913.3 DMPK (myotonic dystrophy protein kinase)
Dystrophie myotonique 2 AD 3021 ZNF9 (zinc finger protein 9)
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L’aspect clinique tient compte de I'dage de début, du mode d'installation aigu ou
chronique, de la topographie de l'atteinte musculaire et de son mode d'évolution, ainsi que de
I'existence de signes associés, qu'il s'agisse de rétractions tendineuses ou datteinte
encéphalique, cardiaque ou oculaire.

L'aspect anatomopathologique améne a différencier les dystrophies avec nécrose-
régénération et dégénérescence fibro-adipeuse comme la forme LGMD2C, appelée aussi
SCARMD (pour "severe childhood autosomic recessive muscular dystrophy"), et les CMD
(pour "congenital muscular dystrophy™), des dystrophies sans caractéres histologiques
spécifiques autres gqu'une désorganisation architecturale, des modifications de la répartition
des différents types de fibres ou des centralisations nucléaires. En revanche, lorsque le défaut
protéique est connu et qu'il s'agit d'une protéine de structure, l'utilisation d'anticorps
spécifiques permet a l'immuno-histochimie d'apporter un caractére de reconnaissance
indiscutable et une classification idéale en terme de déficit protéique [Muntoni et al., 2003]
(Figure 5).

L'aspect génetique permet une différenciation selon le mode d'hérédite : lié au
chromosome X pour 'EDMD (pour "Emery-Dreifuss muscular dystrophy"), la DMD (pour
"Duchenne muscular dystrophy™) et la BMD (pour Becker muscular dystrophy"),
autosomique récessif pour les CMD (pour "congenital muscular dystrophy"), autosomique
dominant pour la FSHD (pour "facio-scapulo-humeral dystrophy™) et TOPMD (pour "oculo-
pharyngeal muscular dystrophy"), autosomique dominant ou récessif pour les LGMD (pour
"limb girdle muscular dystrophies"). Actuellement les localisations chromosomiques sont
définies pour un grand nombre de dystrophies musculaires comme le résume le Tableau I.
Les études moléculaires, quand a elles, ont permis a ce jour de déterminer le gene en cause
puis la protéine, ou la protéine puis le géne en cause, définissant des groupes homogenes dans
lesquels des variations alléliques peuvent étre présentes, avec pour conséquence des
modifications de I'expression phénotypique autorisant toutefois une individualisation
définitive comme pour les adhalinopathies primaires (SCARMD1), les CMD mérosine-
négatives, les LGMD?2 avec déficit en calpaine ou les DMD et BMD a transmission liée au
chromosome X [Kaplan et al., 1996; Emery, 2002; Petiot et Urtizberea, 2004].

IV.  Dystrophinopathies

On désigne sous cette dénomination les dystrophies musculaires d’hérédité récessive
liée au chromosome X en rapport avec une mutation dans le gene DMD codant pour la
protéine dystrophine, protéine jouant un réle primordial dans I’établissement d’un lien
mécanique entre ’actine et I’a-dystroglycane et formant un pont entre la membrane basale et
le cytosquelette interne, protégeant de ce fait les fibres musculaires contre les dommages
entrainés par la contraction musculaire [Reitter et Goebel, 1996; Bougeon, 2008; Guis et al.,
2010].Les formes classiques qui sont regroupés sous cette appellation sont les dystrophies
musculaires de Duchenne (DMD) et de Becker (BMD), d’autres phénotypes étant plus rares.
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Normal Mild BMD Severe BMD
Manifesting carrier Revertant fibres in a
of DMD patient with IMD

Figure 5. Exemples d’études immunocytochimiques : dans un muscle normal (A), chez des
patients BMD (B et C), chez une femme porteuse DMD (D), chez un individu de phénotype
DMD/BMD intermédiaire (IMD) (E) et un malade DMD (F). Dans un muscle sain, la
dystrophine est présente a la périphérie de chaque fibre musculaire; chez les patients BMD,
elle est exprimée en faible quantité; chez une femme porteuse de la mutation, la dystrophine
est présente en mosaique; chez un patient atteint de DMD, le muscle ne présente aucune
dystrophine [Muntoni et al., 2003].
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IV.1. Dystrophie musculaire de Duchenne

IV.1.1.Historique

La dystrophie musculaire de Duchenne a d’abord été caractérisée par William John
Little et Edward Meyron, puis en 1861 par Guillaume Benjamin Amand Duchenne de
Boulogne, d'ou son appellation de maladie de Duchenne. Ce dernier attribua initialement a la
maladie un désordre cérébral, en la nommant “paraplégie hypertrophique de I'enfance”, pour
se rendre compte en 1868 qu'elle était reliée aux muscles [Emery, 2002].

Plus tard en 1886, William Richard Gowers décrivit la maniére avec laquelle les
enfants atteints de la maladie se relevaient de la position couchée a la position debout,
remarquant que pour se lever du sol, les enfants malades se servaient de leurs membres
antérieurs car leurs membres postérieurs étaient trop faibles pour supporter leur corps. On
attribua ensuite son nom a cette manceuvre [Jay et Vajsar, 2001].

Depuis, les découvertes se sont enchainées : en 1982, le locus responsable de la
maladie a été localisé sur le bras court du chromosome X, en Xp21 [Davies et al., 1983;
Murray et al., 1982], puis en 1986, le géne responsable, DMD, a été identifié [Monaco et al.,
1986] et enfin, en 1987, la protéine codée par ce gene, la dystrophine, a été caractérisée
[Hoffman et al., 1987].

IV.1.2.Caractéristiques et évolution de la maladie

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une dystrophie héréditaire trés
sévere qui se transmet selon un mode récessif lié¢ au chromosome X, ce qui veut dire qu’elle
touche majoritairement les garcons et que les méres de ces enfants atteints sont porteuses du
géne de la maladie. L’incidence de la dystrophie musculaire de Duchenne est de 1/3.500
naissances vivantes, tandis qu’elle est de 1/30.000 pour celle de Becker. Ces incidences
globales semblent identiques quelles que soient les populations étudiées [Emery, 1991;
Emery, 1993; Emery, 2002; Blake et al., 2002; Dalkilic et Kunkel, 2003; Leturcq et Kaplan,
2005; Bennett et al., 2009; Romitti et al., 2009].

La maladie a une évolution lente et se caractérise par une faiblesse progressive des
muscles squelettiques et cardiaque. Les signes de la maladie apparaissent vers I'age de 2 a 3
ans par des difficultés a se relever et a monter les marches. Une pseudo-hypertrophie est
remarquée chez les malades, due a I'inflammation et a Pinfiltration des muscles. Vers
I’adolescence, la majorité des malades se trouvent obligés d’utiliser une chaise roulante pour
se déplacer vu la grande perte de force au niveau des muscles du corps [Hoffman et al., 1988;
Reitter et Goebel, 1996; Tyler, 2003; Chakkalakal et al., 2005].

La destruction musculaire progressive conduit par la suite a un affaiblissement des
muscles respiratoires qui se complique par une insuffisance respiratoire et des infections
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respiratoires a répétition. Le muscle cardiaque est également atteint dés I’age de 7 ans.
L’insuffisance cardiaque, avec les complications respiratoires constituent alors les principales
causes de déces, issue qui survient généralement durant la deuxieme décade [Lankester et al.,
2007].

Les symptdmes de la maladie de Duchenne sont dus a une augmentation de la fragilité
des fibres musculaires et a leur faible capacité de régénération. En effet, chez les malades
atteints de DMD, les myoblastes sont anormaux, moins nombreux et ont une capacité limitée
de fusion [Biggar et al., 2002]. Dans les cas avancés de la maladie, les muscles des malades
contiennent trés peu de fibres musculaires.

D’autres signes moins communs peuvent étre observés, telle que I’atteinte des muscles
lisses qui se traduit par un dysfonctionnement des appareils digestif et urinaire [Barohn et al.,
1988; Tubbs et Oakes, 2004].

Les malades atteints de DMD peuvent également présenter des retards mentaux (30%
des patients comparativement a 9% dans la population générale). L’absence de dystrophine
dans le cerveau semblerait alors étre incriminée [Mehler, 2000].

La dystrophie musculaire de Duchenne a été rarement décrite chez les femmes,
quoique des patientes atteintes du syndrome de Turner (XO) ou de Turner mosaique (X/XX
ou X/XX/XXX), ou possedant un chromosome X ayant une structure anormale ou une
translocation autosomique affectant le chromosome X, puissent présenter la maladie [Boyd et
al., 1986; Zatz et al., 1981]. L’inactivation du chromosome X normal survient également, ce
qui peut entrainer I'expression de la dystrophine mutée codée par l'autre chromosome X
[Ferrier et al., 1965; Gomez et al., 1977; Lesca et al., 2003; Lescaut et al., 2004].

1VV.1.3.Etiologie : Mutation du gene DMD et absence de dystrophine

En 1886, Sir William Richard Gowers remarqua qu’il y avait des cas isolés de DMD,
sans antecédent familial, la fréquence de ces cas étant toutefois moins élevée que les cas avec
antécédents. De plus, il constata que pour les familles touchées, les cas déclarés I’étaient
toujours du coté maternel.

Au début des années 1980, deux équipes de recherche démontrérent que les patients
affectés par la DMD avaient des altérations (translocations ou délétions) dans le chromosome
X. A chaque fois, les erreurs chromosomiques survenaient dans la bande 1 de la région 2 du
bras court (noté Xp21) [Francke et al., 1985; Verellen-Dumoulin et al., 1984]. Parallelement,
un autre groupe de recherche remarqua qu’il y avait des polymorphismes de séquence d’ADN
dans la région Xp2l1 au sein des familles ou la maladie survenait. Ainsi, des patients ne
présentant aucune délétion ou translocation chromosomique pouvaient étre touchés par la
DMD [Davies et al., 1983]. Les groupes de Kunkel et de Monaco isolerent un ARN messager
correspondant a un gene de la région Xp21 chez les patients atteints de DMD, ou des
délétions étaient fréquemment rencontrées [Kunkel et al., 1985; Monaco et al., 1986].
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L’ARNm ainsi isolé avait une taille de 14 kilobases (kb) dont la séquence nucléotidique
correspondante amena a la découverte de la dystrophine, protéine qui était jusqu'alors
inconnue [Hoffman et al., 1988]. Ainsi, la dystrophie musculaire de Duchenne se définit
comme étant une maladie génétique héréditaire récessive consécutive a des altérations
affectant le chromosome X dans la région Xp21. Ces altérations engendrent une absence
d’expression de dystrophine au sein du tissu musculaire [Hoffman et al., 1987].

IV.2. Dystrophie musculaire de Becker

La dystrophie musculaire de Becker (ou BMD pour "Becker Muscular
Dystrophy™)(MIM 300376) est, tout comme la dystrophie musculaire de Duchenne (ou DMD
pour "Duchenne Muscular Dystrophy")(MIM 310200), une dystrophinopathie au sens
protéique du terme. En effet, méme si les manifestations cliniques de ces deux formes de
dystrophie sont différentes, elles sont pourtant toutes les deux dues a des altérations
moléculaires affectant un méme gene, DMD, codant la méme protéine dystrophine, une
composante importante de la force musculaire. La dystrophie musculaire de Becker,
contrairement a la dystrophie musculaire de Duchenne, est d’apparition plus tardive
puisqu’elle débute apres I’age de 5 ans ou vers I’adolescence, voire a I’age adulte, quoiqu’on
considere généralement que la maladie survient durant les deuxiemes et troisiemes décades.

La dystrophie musculaire de Becker a en fait été décrite en 1955 par le neurologue
allemand Peter Emile Becker qui avait alors attiré toute l'attention sur cette entité clinique
qu’il rapportait comme une forme moins seévere de dystrophie musculaire. Tout comme la
dystrophie musculaire de Duchenne, la dystrophie musculaire de Becker est transmise selon
un mode de transmission récessif lié au chromosome X, qui fait que les femmes ne sont pas
atteintes mais peuvent transmettre la maladie a leurs garcons, affectant ainsi en moyenne 1 sur
30.000 naissances vivantes parmi les garcons. La dystrophie musculaire de Becker,
d’apparition plus tardive que celle de Duchenne, se manifeste par une perte progressive de la
force des muscles des membres et du tronc. Au début, seuls les muscles des jambes sont
atteints, puis ensuite les muscles des bras sont touchés. L’évolution de la maladie est lente et
trés variable, I’espérance de vie étant surtout tributaire des atteintes cardiaque et/ou
respiratoire. Il faut tout de méme noter que I’atteinte du myocarde dans la dystrophie
musculaire de Becker est assez peu rencontrée et, lorsqu’elle se présente, ne se développe pas
avant I’age de 20 ans, contrairement a la dystrophie musculaire de Duchenne ou I’atteinte du
muscle cardiaque est quasi-systématiquement retrouvée dés un age précoce (souvent des 5-6
ans) [Moser, 1984; Mostacciuolo et al., 1987; Emery, 1993; Lovering et al., 2005].
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Chapitre 111 : Dystrophine

l. Localisation, identification et clonage du géne DMD

Les principes de la génétique classique ont permis d’incriminer le chromosome X
comme support de transmission de la dystrophie musculaire de Duchenne. Les progrés de la
biologie moléculaire, notamment l'avenement de la génétique inverse ont alors facilité
I'identification, la localisation et la caractérisation du gene responsable de cette myopathie.

La quéte du gene responsable de la dystrophie musculaire de Duchenne a débuté
véritablement dans les années 1970 [Greenstein et al., 1977; Verellen-Dumoulin et al., 1984].
Ainsi, l'observation exceptionnelle de filles atteintes avait facilité le positionnement du géne
dans la bande 1 de la région 2 du bras court du chromosome X (région Xp2l). Chez ces
patientes, il y avait transfert d'un petit fragment d'autosome sur un chromosome X : le point
de cassure a l'origine de cette translocation se retrouvait toujours dans la région Xp21 (Figure
6), laissant suggérer aux auteurs que le gene en cause se situait dans cette zone [Boyd et
Buckle, 1986; Boyd et al., 1986; Greenstein et al., 1977; Verellen-Dumoulin et al., 1984].

Plusieurs autres études ont alors confirmé la localisation du gene responsable de la
dystrophie musculaire de Duchenne dans la région Xp21 [Murray et al., 1982; Davies et al.,
1983; Boyd et Buckle, 1986]. L'analyse de fragments d’ADN isolés de la région Xp21 de
malades dystrophiques a donc ensuite permis aussi I'identification des polymorphismes de
séquence (RFLP pour "restriction fragment length polymorphism™). Les sondes génétiques
polymorphes générées ont permis enfin de localiser dans la région Xp21 des mutations
associées a la dystrophie musculaire de Duchenne. Ces sondes sont d’ailleurs utilisées pour le
diagnostic prénatal de cette affection [Bakker et al., 1985].

Dans les années quatre-vingt, furent isolés des segments d'ADN a l'intérieur du géne
responsable de la dystrophie musculaire de Duchenne. La stratégie utilisée consistait a cloner
les fragments d'un patient ayant une translocation a la région Xp21, fragments qui se situaient
au niveau des points de cassures présents dans le géne ribosomal 28S du chromosome 21. Le
clone de jonction XJ apparaissait alors comme étant génetiquement lié & la dystrophie
musculaire de Duchenne et a servi a l'identification de délétions chez certains patients
myopathes [Worton et al., 1984; Ray et al., 1985].

D’autre part, I'absence d'hybridation de sondes d’ADN complémentaires provenant de
la région Xp21 d'un individu normal avec les segments d'ADN isolés d'un patient ayant une
délétion de cette région facilita le clonage des séquences manquantes et détermina ainsi
I'emplacement exact du géne muté chez les patients atteints de DMD [Kunkel et al., 1985;
Monaco et al., 1986].

L'hybridation soustractive et le clonage positionnel ont ainsi permis I’identification
d’un ARN messager de 14 kb dans les muscles squelettiques. La séquence nucléotidique de
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cet ARNm correspondait a une protéine de 3685 acides aminés [Koenig et al., L988], protéine
appelée dystrophine par Hoffman et Kunkel en 1987 [Hoffman et al., 1987]. Cette protéine
d'environ 427 kiloDaltons (Dp 427, Dp pour "Dystrophin product”) était présente dans le
muscle normal mais absente dans les muscles de patients souffrant de dystrophie musculaire
de Duchenne et était présente en quantités anormales chez les malades atteints de dystrophie
musculaire de Becker.

Le gene responsable de la dystrophie musculaire de Duchenne est le plus grand connu
a ce jour, s’étendant sur une longueur de 2,4 Mégabases d'ADN, ce qui représente environ 1
% de la longueur totale du chromosome X. il contient 79 exons séparés par de trés longs
introns qui couvrent 99% du géne, alors que 7 promoteurs différents ont pu étre caractérisés.
Ainsi, seulement 0,6 % du gene code pour un transcrit qui se retrouve dans le muscle
cardiaque et dans les tissus musculaires squelettiques adultes et feetaux [Chelly et al., 1988].
Différentes isoformes de la dystrophine se retrouvent également dans certains neurones et
plusieurs organes [Lidov et al., 1995].

1. Structure et localisation de la dystrophine

Le mot "dystrophine™ doit son nom au fait que I’absence de cette protéine est
specifique de la dystrophie musculaire de Duchenne ou de Becker. Le terme de "dystrophie”
issu du grec dus, difficulté/manque et de trophe, nourriture, introduit I’idée que cette forme de
myopathie est due a un trouble de la nutrition des myofibrilles musculaires, idée pourtant
erronée, quoique les appellations "dystrophie™ et "dystrophine™ n’aient jamais été remises en
cause.

La dystrophine musculaire est une protéine sub-sarcolemmique localisée en dessous
des membranes cellulaires et exprimée de maniére constitutive dans les cellules musculaires
lisses, striées et cardiaques, dans les cellules de Purkinje et de la rétine, ainsi que dans certains
neurones. Sa structure et sa localisation ont été déduites de la séquence nucléotidique de
I’ARNmM de 14 kb qui est transcrit & partir du géne DMD [Leger et al., 1991].

La dystrophine est une grosse protéine formée de I’enchainement de 3685 acides
aminés et a un poids moléculaire de 427 kDa, ce qui en fait I’'une des plus grandes protéines
connues. La dystrophine est hydrophile sur toute sa longueur, environ un tiers des acides
aminés qui la composent étant chargés (soit Arg, Asp, Glu, His ou Lys) [Nguyen, 2001]. Elle
a une longueur d’environ 175 nm [Pawlowiez, 2000] et a une forme allongée et articulée
[Sadoulet-Puccio et Kunkel, 1996]. Elle est normalement présente dans le tissu musculaire
strié squelettique, en position sous-sarcolemmale [Nguyen, 2001], dans les fibres musculaires
striees cardiaques, les fibres musculaires lisses et dans certains neurones [Hoffman and
Kunkel, 1991; Nguyen, 2001]. La dystrophine permet d’ancrer I’actine du cytosquelette a la
laminine extra-cellulaire.
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Figure 6. Représentation du locus DMD/BMD et des régions flanquantes. (A) Le rectangle
indique la région touchée par les délétions observees dans les différents cas de DMD. Les
fleches indiquent I’orientation centromérique ou telomérique des délétions, I’absence de
séquence commune délétée et I’hétérogénéité des points de cassure des délétions. (B)
Représentation de quelques séquences (exons) qui ont hybridé avec des clones d’ADNc
obtenus a partir du transcrit de 16 kb repéré dans le muscle squelettique. La boite HTF, riche
en CGD (chronic granunolomatous disease), non méthylés, a été localisée entre les sondes
PERTS87 et j.47. Les séquences HTF ont été retrouvées dans la région 5’ de plusieurs genes
domestiques. L’extrémité 5’ du gene DMD serait a proximité de cette région HTF. (C)
Position des loci de la région Xp21 et des sondes correspondantes a chaque domaine. L’ordre
des loci représenté par les sondes L1, C7 et B24 a été établi par I’analyse de délétions chez
des patients atteints d’associations morbides. (D) Les loci j.47, j.MD, J.Bir et J66.H1 ont été
clonées a partir de ’ADN de malades atteints de DMD avec délétions moléculaires. (E)
Hétérogénéité et répartition des points de cassure. (F) Distances en kb. (G) Représentation des
délétions identifiées chez JM (patient DMD+retard mental, avec délétion d’environ 4000 kb)
et BB (patient DMD+granulomatose chronique+rétinite pigmentaire). (H) Ordre et taille des
fragments de restriction Sfil, répartis sur environ 5.000 kb de la bande Xp21. (I) Fragments de
restriction Notl (3.000 kb). (J) Carte morbide de la région Xp21 et position relative des
différents loci par rapport aux différentes sondes de la région [Gaschen et al., 1992].
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En dépit de son importance, la dystrophine ne représente que 0.002 % des protéines
musculaires, soit 20 mg par kg de muscle ou elle constitue toutefois plus de 5% du
cytosquelette associé a la membrane [Wells, 2006].

La séquence de la dystrophine est relativement bien conservée entre les especes
(homme, rongeurs et poulets), particulierement dans sa partie 3’ [Franzini-Armsrong, 1994].

D’un point de vue structural, la dystrophine peut étre décrite comme un arrangement
de quatre modules différents (Figure 7) : un domaine N-terminal, un large domaine central en
hélice comportant 24 répétitions semblables a la spectrine, un domaine riche en résidus
cystéines et un domaine C-terminal [Leger et al., 1991; Pasternak et al., 1995].

Domaines de liaison a I'actine Domaine de liaison au dystroglycane Domaine de liaison & la syntrophine
et dystrobrévine
———— T——— =

—
l 1123 415|617 8 9[1000 12/13.14 | 1516117118 19 222 B A
Répétriions semblables de la spectrme

COOH  Dystrophine pleine longueur

Dystrophine tronquée
semi-fonctionnelle

Délétion sans changement
du cadre de lecture

Figure 7. Représentation structurale des quatre régions principales de la dystrophine : le
domaine N-terminal (turquoise), le domaine central (bleu), le domaine riche en résidus
cystéines (orange) et le domaine C-terminal (gris). Une mutation causant un phénotype
Duchenne cause généralement une absence de protéine. Dans le cas d’une mutation causant
un phénotype Becker, il y a production d’une dystrophine tronquée moins fonctionnelle
[Muntoni et al., 2003].
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Le domaine N-terminal est composé de 336 acides aminés. 1l posséde une analogie
de séquence et de fonction avec des protéines du cytosquelette : la B-spectrine et 1’a-actinine.
Ce domaine permet de lier la dystrophine avec I’actine, elle-méme reliée au cytosquelette
sous-jacent [Ahn et Kunkel, 1993; Desnuelle, 1994; Nguyen, 2001].

Le domaine central est composé de 2704 acides aminés, répartis en 24 séquences
d’environ 109 acides aminés chacune. Il contient les quatre zones charniéres non répétées,
riches en résidus proline, conférant a la dystrophine sa flexibilité. En forme de batonnet d’une
longueur de 125 a 175 nm, il posséde des propriétés d’auto-association permettant a deux
molécules de dystrophine de s’associer anti-parallélement ou autorisant I’association de la
dystrophine avec ses protéines homologues. Comme le domaine N-terminal, mais avec plus
d’affinité, le domaine central lie la F-actine. Au sein de la quatriéme zone charniere du
domaine central, a cheval entre le domaine central et le domaine riche en cystéines, est
présent un domaine nommé WW [Ahn et Kunkel, 1993; Desnuelle, 1994; Nguyen, 2001].

Le troisieme domaine, riche en cystéines, est composé de plus de 325 acides aminés.
Il posséde deux sites potentiels de fixation au calcium (EF1 et EF2) et un site de fixation
potentiel au zinc (le domaine ZZ) [Ahn et Kunkel, 1993; Nguyen, 2001]. Les domaines WW,
77, EF1 et EF2 constituent une région de la dystrophine liant le B-dystroglycane, une protéine
transmembranaire de 43 kDa appartenant au complexe protéique associé a la dystrophine
[Sadoulet-Puccio et Kunkel, 1996; Nguyen, 2001].

Le domaine C-terminal est composé de 320 acides aminés et contient le site de
liaison a la dystrobrévine et aux syntrophines, protéines cytoplasmiques sous-sarcolemmales.
Cette partie de la molécule interagit avec la membrane plasmique par I’intermédiaire d’une
des "glycoprotéines associées a la dystrophine”, le B-dystroglycane. Il contient également un
site CC de fixation a I’a dystrobrévine [Sadoulet-Puccio et Kunkel, 1996; Nguyen, 2001].

I11.  Isoformes de la dystrophine

Il existe deux types d’isoformes de la dystrophine : des isoformes longues de 427 kDa
et des isoformes dites courtes, de tailles inférieures a 427 kDa.

I11.1. Isoformes longues de 427 kDa

Quatre promoteurs tissus-spécifiques, situés a I’extrémité 5” du géne DMD, produisent
un ARNm pleine longueur (14 kb) a I’origine de quatre isoformes de 427 kDa, dont la
dystrophine musculaire (Tableau I1) :

- Isoforme musculaire ou M-dystrophine (Dp427-M), issue du promoteur Py (M pour
"muscle™), active principalement dans le muscle et faiblement dans les cellules gliales
[Culligan et al., 1998]. Le promoteur musculaire induit un haut niveau d’expression de la
dystrophine dans les muscles squelettique, cardiaque et strié et plus faiblement dans les
cellules gliales du cerveau.
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Tableau I1. Isoformes de la dystrophine [Blake et al., 1999].

Isoforme Poids moléculaire Taille du Exons du Promoteurs Distribution tissulaire
(kDa) transcrit (kb) | géne DMD chez I’adulte
Isoformes longues
. Muscles (squelettique,
M-dystrophine Pu cardiaque et lisse)
B-dystrophine Ps Encéphale
427 14 1-79
P-dystrophine P Cervelet
L-dystrophine PL Lymphocytes
Isoformes courtes
Dp 260 260 10,5 30-79 Intron 29 Rétine
Dans intron
Dp 140 140 7,5 45-79 44 du géne Encéphale
DMD
Entre exons Systéeme nerveux
Dp 116 116 5,2 56-79 55et 56 du | périphérique et cellules de
géne DMD Schwann
Systéme nerveux central,
Entre exons foie, cceur, reins, poumons
Dp 71 71 4,5 62-79 62 et 63 du N P :
A pancréas, testicules et
gene DMD
estomac
Entre exons Muscle, cerveau, foie et
Dp 45 45 2,2 62 et 63 du ! oumons’
géne DMD P
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- lIsoforme cérébrale ou C-dystrophine ou B-dystrophine (Dp427-B), issue du
promoteur Pg (B pour "brain™), active dans le cortex et les aires CA de I’hippocampe
[Culligan et al., 1998].

- Isoforme des cellules de Purkinje cérébelleuses ou P-dystrophine (Dp427-P), issue
du promoteur Pp (P pour "Purkinje cell”) [Towbin, 1998]. Le promoteur Pp s’exprime dans
les cellules de Purkinje, mais également dans le muscle squelettique [Holder et al., 1996].

- Isoforme lymphocytaire ou L-dystrophine (Dp427-L) [Culligan et al., 1998].

Les séquences sprimaire de chacune des dystrophines présentent peu de différences,
car le cadre de lecture n’est pas modifié lors de la transcription de ces différents ARNm. De
ce fait, ces quatre formes longues de la dystrophine possedent des extensions N-terminales
uniques et different par leurs premiers exons [Gorecki et al., 1992].

111.2. Isoformes de plus faible poids moléculaire

L’expression du transcrit de la dystrophine Dp427, nommée ainsi en raison de sa
masse moléculaire apparente de 427 kDa, est contrblée par trois promoteurs indépendants
tissus-spécifiques. De plus, I’activation de promoteurs internes, également tissus-spécifiques,
en 3’ du géne DMD entraine la production de produits plus courts nommés Dp260, Dp140,
Dpl116, Dp71 et Dp45 (Tableau 11, Figures 8 et 9).

Ces dystrophines, issues d’un méme géne par activation d’un promoteur spécifique,
ont une structure primaire identique [Ahn et Kunkel, 1993; Sadoulet-Puccio et Kunkel, 1996].

Ces différents produits ont d’abord été identifiés dans des types cellulaires ou des
tissus particuliers, puis des travaux ultérieurs ont montré que leur expression était plus
complexe, les différents transcrits du géne DMD s’exprimant a différents taux dans une large
gamme de tissus (cerveau, muscles, intestin, foie, poumon, estomac, ...) [Tokarz et al., 1998].

111.2.1.Dp260

Cette protéine de 260 kDa a été identifiée pour la premiére fois dans la rétine de souris
ou elle semble étre impliquée dans la neurotransmission [D’Souza et al., 1995]. Elle est issue
d’un transcrit de 10.5 kb contenant un premier exon original épissé en phase avec I’exon 30
de la dystrophine [D’Souza et al., 1995]. La séquence de la protéine Dp260 différe de celle de
la dystrophine par 13 nouveaux acides aminés N-terminaux hydrophiles spécifiques. Elle
posséde une grande partie du domaine central de la dystrophine (15 séquences répétées) et
toute la partie C-terminale. Elle possede donc le site ABS4 et est capable de lier I’actine.
L’ARNmM de Dp260 est tres fortement exprimé dans le cerveau, la rétine et les intestins, alors

28



Recherche Bibliographique

qu’il I’est nettement moins dans le foie, le muscle squelettique et le rein [D’Souza et al.,
1995; Tokarz et al., 1998].

111.2.2.Dp140

Cette protéine de 140 kDa est issue d’un transcrit de 7,5 kb généré par un promoteur
situé en amont de I’exon 45 et exprimé a des taux variables dans différents tissus et suivant le
développement [Durbeej et al., 1997]. Le promoteur de ce transcrit est localisé dans I’intron
44 du gene DMD [Lidov et al., 1995]. De plus, le site d’initiation de la traduction est localisé
dans I’exon 51, correspondant a la troisieme région charniere (H3) du domaine central, entre
les répétitions 19 et 20. La protéine Dp140 posséde ainsi une séquence identique a celle de la
dystrophine (a partir de I’exon 51) et comprend les cing derniers motifs répétés du domaine
central de la dystrophine et la totalité de sa partie C-terminale.

A

¥p2l
| | | | | |
0 500 1000 1500 000 2500 kb
oM P 3 = g G
ﬁ’ IT f|'| Il i |||III[ITII Al Ir. IIIIrIIIII i1 Ilrfll 1N
Dpdz7e Dp260 Dpl 40 Dpli6 Dp7d

Dp427W

Dpd27pP

COOH Full length
ZO0OH Dp2aEl

COOH  Dpldo

COOH | Dplis

GOOH Dpil

Figure 8. (A) Localisation du géne DMD dans la région Xp21. Les lignes noires verticales
représentent les 79 exons du gene. Les fleches noires indiquent les promoteurs : B, cerveau,
M, muscle et P, Purkinje. R, B3, S et G sont les promoteurs de la Dp260, Dp140, Dpl116 et
Dp71, respectivement. (B) Structure de la dystrophine pleine longueur et de ses isoformes
courtes [Muntoni et al., 2003].
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Figure 9. Comparaison de la structure des différentes protéines constituant la superfamille
des dystrophines : la dystrophine et les produits courts du gene DMD (utrophines, DRP2 et
dystrobrévines). H1-Ha, zones charniéres riches en proline [Muntoni et al., 2003].
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111.2.3.Dp116

Elle est issue d’un ARNm de 5.2 kb, généré par un promoteur localisé environ 850
paires de bases en amont de I’exon 56 du géne DMD [Byers et al., 1993]. Cette protéine
posséde 15 résidus N-terminaux spécifiques. Le cadre de lecture n’étant pas modifié, cette
protéine présente, en plus de cette séquence N-terminale, I’ensemble de la partie distale de la
dystrophine a partir de la séquence répétée 22 jusqu’au domaine C-terminal. L’expression du
transcrit et de la protéine Dp116 a été rapportée dans le systéme nerveux périphérique et dans
les cellules de Schwann en culture [Byers et al., 1993]. Dans le systéme nerveux périphérique
de I’homme et du rat, la protéine Dpl16 a été localisée en fine couche autour des fibres
nerveuses myélinisées [Matsumura et al., 1993b].

111.2.4.Dp71

Etant sous la dépendance d’un promoteur de type "housekeeping" situé dans I’intron
62 du gene DMD, I’expression de la protéine Dp71 est ubiquitaire [Lederfein et al., 1993].
Cette protéine est codée par un ARNm de 4.5 kb dont le premier exon code pour une
séquence protéique spécifique de 7 acides aminés N-terminaux [Lederfein et al., 1992;
Lederfein et al., 1993]. Un domaine de liaison a I’actine, spécifique de la Dp71, a été localisé
a ce niveau [Howard et al., 1998b] lui conférant, tout comme pour la dystrophine, la capacité
d’interagir avec I’actine. La protéine Dp71 est localisée pres des filaments d’actine,
respectivement dans les cellules musculaires et les cellules gliales rétiniennes en culture
[Howard et al., 1998a; Claudepierre et al., 2000].

111.2.5.Dp45

Ce produit a été mis en évidence suite au clonage et au séquencage d’un transcrit de
2.2 kb dont la traduction générerait & une protéine de 45 kDa. Ce transcrit a été identifié dans
la plupart des tissus humains incluant le muscle, le cerveau, le foie et les poumons. Sa
distribution ressemble a celle du transcrit de la protéine Dp71, a la différence qu’il s’exprime
trés tot au cours du développement. En comparant la séquence nucléotidique avec celle de la
dystrophine, la séquence protéique de la protéine Dp45, il semblerait qu’elle serait composée
de la fin de la répétition 24, de la séquence riche en cystéines et des 48 premiers acides
aminés du domaine C-terminal [Tinsley et al., 1993].

IV.  Complexe glycoprotéique associé a la dystrophine (CGD)

Les protéines associées a la dystrophine (DAPs pour "Dystrophin Associated
Proteins™) interagissent entre elles pour constituer un complexe protéique dit d’échafaudage,
qui traverse la membrane et lie le cytosquelette d’actine a la lame basale du muscle. Le
complexe associé a la dystrophine compte 18 protéines : laminine-a2 (mérosine), dystro-
glycanes (a et B), sarcoglycanes (a, B, 6, € et y), sarcospane, dystrobrévine, syntrophines (al,
Bl et B2), "nitric oxyde synthase"” (NOs), MAST205 (pour "microtubule-associated
serine/threonine kinase 205 kDa"), syncoiline, cavéoline-3 et protéine Grb2 (Figure 10).
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Le lien serré entre la dystrophine et le complexe protéique qui lui est associé permet
de relier les myofibrilles au sarcolemme et la matrice extracellulaire. Dans le cas de la
dystrophie musculaire de Duchenne, les protéines du CGD ne se retrouvent ainsi plus
localisées au sarcolemme en raison de I’absence de dystrophine [Ervasti et al., 1990;
Ohlendieck et al., 1993].

Figure 10. Complexe dystrophine-glycoprotéines associées, montrant les différentes
interactions entre partenaires protéiques qui le constituent, et les diverses affections qui leur
sont associées (encadrées) [Dalkilic et Kunkel, 2003].
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Cette délocalisation est également observée chez les souris mdx, le modéle murin de
DMD [Ervasti et al., 1990]. De plus, il faut également noter que des altérations affectant les
genes des autres protéines du CGD provoquent d’autres myopathies.

La laminine-a2, protéine constituée de 3 hétérodimeres : les chaines a, B et v, et reliée
aux dystroglycanes, se situe entre le sarcolemme et la matrice extracellulaire. Son absence
provoque une dystrophie musculaire congénitale [Ehrig et al., 1990].

Les dystroglycanes comprennent deux protéines, I’une de 156 kDa (a-dystroglycane)
et l'autre de 43 kDa (B-dystroglycane) [Ervasti et al., 1990]. L’unité a se situe a I’extérieur du
sarcolemme et permet la liaison avec la laminine, tandis que I’unité B se lie & la dystrophine
en traversant la membrane plasmique [Smalheiser et Kim, 1995]. L’interaction directe entre la
dystrophine et ces protéines provient de leur nature hautement glycosylée. En raison de leur
expression ubiquitaire, des mutations causant une absence compléte des dystroglycanes
pourrait étre létale [Michele et Campbell, 2003]. Par contre, certaines altérations peuvent
causer une dystrophie des ceintures (une dystrophie apparaissant a I’age adulte et qui affecte
seulement les muscles des hanches et des épaules) [Salih et al., 1996].

Six autres protéines se retrouvent au niveau du sarcolemme dont les sarcoglycanes et
la sarcospane. Le complexe des sarcoglycanes est composé des sous unités a (50 kDa), B (43
kDa), 6 (35 kDa), € (50 kDa) et y (35 kDa). Ce complexe est joint aux dystroglycanes par
association latérale, mais les sites de liaisons exacts restent encore a déterminer [Ozawa et al.,
1995]. Une déficience en a-sarcoglycane est associée a une dystrophie musculaire
autosomique récessive chez I’enfant [Matsumura et al., 1992], dont les symptomes
ressemblent d’ailleurs a ceux de la dystrophie musculaire de Duchenne et aussi & la dystrophie
musculaire des ceintures de type 2D [Ben Hamida et al., 1983]. Les autres protéines
sarcoglycanes sont reliés a d’autres types de dystrophie musculaire des ceintures : type 2E (B-
sarcoglycane), type 2C (y-sarcoglycane) et type 2F (5-sarcoglycane) [Ozawa et al., 1995]. La
sarcospane est une protéine de 25 kDa, qui traverse quatre fois la membrane sarcoplasmique
et qui contient une large partie extracellulaire [Crosbie et al., 1997].

Au niveau du cytoplasme, sous la membrane plasmique, on retrouve les syntrophines,
I’a-dystrobrevine, la MAST205 et finalement la NO synthase de type neuronal (nNOs). Les
syntrophines (a, Bl et p2) possedent toutes un poids moléculaire de 58 kDa, mais des points
isoélectriques différents [Ahn et Kunkel, 1995]. Les trois formes de syntrophines se lient a la
dystrophine in vitro et leur expression est diminuée en absence de dystrophine [Tachi et al.,
1997]. Par microscopie électronique, il a pu étre montré que I’a-syntrophine se co-localisait
avec la NOs, ce qui indique une interaction possible entre ces deux protéines [Wakayama et
al., 1997]. La nNOs est exprimée dans plusieurs types cellulaires dont les neurones, les
muscles squelettiques, les cellules épithéliales et les cellules de la macula densa [Grozdanovic
et Baumgarten, 1999], elle produit I’oxyde nitrique, servant de messager modulant la force
contractile [Kobzik et al., 1994]. En absence de dystrophine, la nNOs se localise
anormalement dans le cytoplasme et continue de produire de I’oxyde nitrique, ce qui pourrait
ainsi contribuer a la pathologie chez les patients DMD.
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L’a-dystrobrévine est une protéine homologue a la dystrophine. Elle co-précipite avec
le récepteur de I’acétylcholine et avec le complexe associé a la dystrophine [Sadoulet-Puccio
et al., 1997]. Cette protéine se lie a la dystrophine par des structures hélicoidales répétées et
aux syntrophines par des sites de liaison aux syntrophines [Peters et al., 1997]. La
dystrobrévine est fortement réduite chez les patients DMD et chez des malades atteints de
certaines dystrophies musculaires des ceintures liées aux sarcoglycanes [Puca et al., 1998].

La proteine MAST205 a été récemment retrouveée associée au complexe de la
dystrophine, démontrant qu’elle permettait le lien du complexe de la dystrophine aux
microtubules, et ce via les domaines d’interaction PDZ entre MAST205 et les syntrophines
[Lumeng et al., 1999].

La syncoiline a été identifiée initialement par son interaction avec I’a-dystrobrevine
[Newey et al., 2001]. Cette protéine est fortement exprimée au niveau du sarcolemme, aux
stries Z et aux jonctions neuromusculaires des muscles squelettiques, cardiaques et lisses. Son
expression accrue dans certaines formes de dystrophies peut étre due a un mécanisme
compensatoire, puisqu’elle interagit avec la desmine, ce qui suggérerait un lien entre le CGD
et le réseau de filaments intermédiaires [Poon et al., 2002].

Enfin, la cavéoline-3 interagit avec la partie C-terminale du B-dystroglycane, et co-
précipite avec la dystrophine et I'a-sarcoglycane. La caveoline-3 est également surexprimée
chez les patients DMD. Cette protéine a pour fonction de créer des invaginations vesiculaires
de la membrane plasmique dans la plupart des cellules. Par contre, son r6le au niveau du CGD
reste encore a éclaircir [Galbiati et al., 2001].

La protéine Grb2 possede des domaines SH2 et SH3 ("Src homology domains"),
interagissant avec des protéines importantes dans la transduction des signaux intracellulaires,
domaines dont elle se servirait d’ailleurs pour se lier a ceux riches en proline du B-
dystroglycane [Yang et al., 1995].

V. Roéle de la dystrophine et du complexe protéique qui lui est associé

Les fonctions exactes de la dystrophine ne sont toujours pas a I’heure actuelle
totalement élucidées. Néanmoins, I’interaction de la dystrophine avec le complexe protéique
qui lui est associé laisse présager de leurs réle comme support pour la structure musculaire, et
ce via la formation d’un pont entre le cytosquelette d’actine sarcoplasmique et la matrice
extracellulaire [Ervasti et Campbell, 1991; Ervasti et Campbell, 1993].

L’absence de dystrophine se traduit donc par une disparition du complexe CGD au
niveau du sarcolemme chez les patients DMD, résultat également observé dans le cas du
modeéle de souris dystrophique [Matsumura et al., 1993a]. La rupture du lien entre I’intérieur
et I’extérieur des fibres musculaires fragilise ainsi le sarcolemme et facilite la destruction des
myotubes lors d’un effort physique. La membrane musculaire, ainsi fragilisée, ne résisterait
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plus aux contraintes imposées par une contraction, et la fibre musculaire serait détruite,
libérant les enzymes musculaires dans le sang. Il est tout a fait intéressant de noter que des
mutations survenant dans les génes codant pour les protéines du CGD sont en ce sens a
I’origine de plusieurs types de dystrophies [Dalkilic et Kunkel, 2003]. En conséquence, il
apparait évident que la dystrophine et le complexe protéique qui lui est associé assurent un
r6le crucial dans le maintien de I’intégrité des fibres musculaires en stabilisant le sarcolemme.
Il semblerait ainsi que I'extrémité C-terminale de la dystrophine, liée au sarcolemme, y
jouerait un role critique, comme la région de liaison a l'actine, tandis que la région centrale
pourrait étre partiellement délétée sans altérer complétement la fonction de la protéine
[Koenig and Kunkel, 1990; Yoshida and Ozawa, 1990; Ervasti et Campbell, 1991; Rando,
2001].

En outre, la position de la dystrophine et du CGD au niveau membranaire laisse
entrevoir une fonction de ce complexe dans la signalisation intracellulaire. A titre d’exemples,
la liaison de I’a-sarcoglycane a la laminine extracellulaire peut induire le recrutement
membranaire de molécules de signalisation telles que Racl [Oak et al., 2003].

D’autres molécules des glycoprotéines associées a la dystrophine (ou DAP pour
"Dystrophin-associated glycoproteins”), telles que Nos ou Grb2, peuvent également
acheminer des signaux intracellulaires [Brenman et al., 1995]. De ce fait, il semble que le
complexe dystrophine-DAP puisse avoir une fonctionnalité importante autre que celle de
soutien. La non-conduction de certains signaux cellulaires pourrait ainsi également contribuer
partiellement au développement de la pathologie de la dystrophie musculaire de Duchenne.

Enfin, certaines études laissent suggérer que la dystrophine participerait au maintien
de I’homéostasie du calcium. Chez les patients, aussi bien que chez les souris dystrophiques,
la concentration de calcium intracellulaire est en effet anormalement élevée [Turner et al.,
1991]. Par ailleurs, la culture de myotubes de patients DMD ou de souris dystrophiques a
aussi révélé une augmentation de I’activité des canaux calciques affectant la perméabilité du
sarcolemme [Vandebrouck et al., 2002].

La perte de I’lhoméostasie du calcium pourrait donc étre une des causes impliquées
dans I’augmentation du statut inflammatoire des muscles des patients DMD [Ervasti et
Campbell, 1991; Rando, 2001; Porter et al., 2002; Porter et al., 2003]. Cependant, il reste
encore beaucoup d’investigations a conduire pour comprendre I’ensemble des mécanismes
qui sont effectivement impliqués.

VI.  Protéines homologues de la dystrophine (ou DRP pour 'Dystrophin-Related
Proteins'™)

Plusieurs protéines codées a partir de genes distincts du géne DMD présentent des

homologies de séquences plus ou moins grandes avec la dystrophine, suggérant I’existence
d'un géne ancestral commun.
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VI1.1. Utrophine

L’utrophine ou protéine DRP1 (Dystrophin-Related Protein 1) est une protéine de 395
kDa, est constituée de 3433 acides aminés et est traduite a partir d’un transcrit de 13 kb
exprimé du UTRN localisé sur le chromosome 6 chez I’lhomme (10 chez la souris). La
structure primaire prédite possede une forte homologie de séquence avec celle de la
dystrophine a travers toute sa longueur, et plus spécifiquement a 80% pour les régions N- et
C-terminale [Tinsley et al., 1992] (Figure 9).

Comme la dystrophine, I’utrophine est capable de lier des membres du complexe des
glycoprotéines associées a la dystrophine telles que les dystroglycanes, les sarcoglycanes, les
syntrophines et I’a-dystrobrévine, et ce via ses domaines riches en cystéines et C-terminal.
L’utrophine est aussi capable d’interagir directement avec la F-actine et indirectement avec
les protéines associées aux synapses comme la rapsyne et I’agrine, par I’intermédiaire du
complexe dystroglycane [Bartoli et al., 2001].

Au cours du développement, I’utrophine se trouve localisée dans le sarcolemme, alors
gue son expression se restreint ensuite aux jonctions neuromusculaires et myotendineuses
chez I’adulte. L’utrophine est présente dans de nombreux tissus [Love et al., 1993]. Elle est
largement exprimée dans les muscles squelettiques, cardiaques [Pons et al., 1994] et lisses
[Nguyen, 2001], mais aussi par exemple dans les cellules endothéliales vasculaires et les
cellules gliales de la rétine [Claudepierre et al., 2000], les cellules de Schwann des nerfs
périphériques [Matsumura et al., 1993a] et certains types cellulaire du rein [Loh et al., 2001;
Raats et al., 2000].

V1.2. Protéine DRP2

Cette protéine est codée par le gene DRP2 localisé en Xp22 et a une taille et une
composition similaire & la dystrophine Dp116 [Byers et al., 1993]. Elle est exprimée dans le
cerveau [Roberts et Sheng, 2000], au niveau de la rétine, des reins, des dents, de I’cesophage
ou encore des ovaires [Dixon et al., 1997].

Sa séquence protéique comporte un domaine N-terminal riche en prolines, deux
répétitions du domaine central de la dystrophine, et des sites de liaison aux B-dystroglycane,
syntrophine et dystrobrévine (Figure 9). Il est donc probable que la protéine DRP2 ait des
fonctions similaires a celles de la dystrophine.

V1.3. Dystrobrévines
Cette famille de protéines est codée par deux genes différents, le gene de I'a-

dystrobrévine et celui de la B-dystrobrévine, présentant des homologies de séquences avec le
domaine C-terminal de la dystrophine [Wagner et al., 1993] (Figure 9).
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Le gene DTNA codant I’a-dystrobrévine est localisé sur le chromosome 18 chez
I’homme et la souris [Sadoulet-Puccio et al., 1997]. La complexité des isoformes de I’a-
dystrobrévine se reflete par I’existence de trois promoteurs, révélant de multiples transcrits
(six isoformes nommées a-dystrobrévine 1, 2a, 2b, 3, 4 et 5, issues d’épissages alternatifs
tissus-sélectifs) [Ambrose et al., 1997]. Ces ARNmM sont exprimés dans le muscle
squelettique, le cceur, le cerveau et le foie chez la souris, aussi bien que chez I’homme. L’a-
dystrobrévine posséde des domaines riches en cystéine (poignées EF) contenant deux motifs
capables de lier le calcium, un domaine en doigt de zinc (ZZ) pouvant lier la calmoduline, un
domaine de liaison aux syntrophines suivi d’un domaine contenant deux hélices a (H1 et H2).
La partie C-terminale de [I’a-dystrobrévine est spécifique et baptisée DUR (pour
"Dystrobrevin Unique Region"), et contient quatre sites de phosphorylation [Balasubramanian
et al., 1998].

La B-dystrobrévine qui est codée par le gene DTNB localisé chez I’homme sur le
chromosome 2 (12 chez la souris) présente de nombreux épissages alternatifs en C-terminal
[Peters et al., 1997]. D’un poids moléculaire de 69 kDa, la séquence protéique de la -
dystrobrévine comprend une séquence EF, un domaine d’interaction protéine-protéine ZZ
avant la région C-terminale qui apparait tronquée par rapport a I’a-dystrobrévine (90 acides
aminés au lieu de 180 chez I’a-dystrobrévine 1 par exemple) [Peters et al., 1997]. La B-
dystrobrévine est essentiellement détectée dans le cerveau ainsi que dans les poumons, le foie
et les reins, mais est absente des tissus musculaires contrairement a I’a-dystrobrévine. La B-
dystrobrévine est capable de s’associer directement a la dystrophine et aux produits courts du
géne DMD, comme les protéines Dp140 et Dp71, ainsi qu’avec les syntrophines [Ahn et
Kunkel, 1995; Sadoulet-Puccio et al., 1997].

VIIl. Principaux types de mutation

Les dystrophinopathies de Duchenne et de Becker sont dues & des mutations qui
conduisent a des défauts quantitatifs et/ou qualitatifs de l'expression de la dystrophine. La
grande taille du géne DMD contribue significativement au taux élevé de mutations spontanées
ou de novo (estimée a 1 pour 10.000 gametes). Ces mutations consistent en de grandes
délétions (60-70%) et duplications d'un ou plusieurs exons (10-20 %) ou de petites altérations
de séquence (20-30%, dont environ 40% sont des mutations non-sens) [Koenig et al., 1989;
Dalkilic et Kunkel, 2003; Béroud et al., 2005; Leturcq et Kaplan, 2005; Aartsma-Rus et al.,
2006; Tuffery-Giraud et al., 2009].

VII.1. Larges délétions intragéniques

Les larges délétions au niveau du géne de la dystrophine sont responsables de la
manifestation du phénotype dystrophique chez 65% des patients atteints de dystrophie
musculaire de Duchenne et chez 85% des patients atteints de celle de Becker. La taille de ces
délétions varie de 6 a 2000 kb [Baumbach et al., 1989], pouvant se situer tout le long du géne,
quoiqu’il existe deux points chauds (“"hot spots" mutationnels dénommés également HFDRs
(pour "high-frequency deletion regions"” ou régions délétées a haute fréquence) : un dans la
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partie centrale du gene (70%) entre les exons 45 et 55 avec un point de cassure dans I’intron
44 (site P20), et I’autre dans la partie proximale en 5’ (30%) entre les exons 2 et 19 avec des
points de cassure fréquents dans I’intron 7 (site Xj) (Figure 11). L'intron 44, qui a une taille
de 160-180 kb, semble étre un site de cassure dans environ 30% de toutes les délétions
affectant le géne DMD, I’intron 43 en amont faisant partie d’un élément “transposon-like" qui
pourrait expliquer partiellement cette haute fréquence de recombinaison [Forrest et al., 1987;
Liechti-Gallati et al., 1987; Read et al., 1988; Baumbach et al., 1989; Koenig et al., 1989;
Pizzuti et al., 1992; Leturcqg et Kaplan, 2005; Oshima et al., 2009].

Des études familiales de cas de dystrophie musculaire de Duchenne avec délétions ont
révélé que I'événement délétionnel peut se produire aussi bien dans les gametes maternels que
paternels [Chelly et Kaplan, 1988]. La cause des délétions pourrait étre un crossing-over
inégal entre chromatides homologues, lors de la premiere division méiotique de la
gamétogénese femelle; Par contre, dans les gamétes males, les mutations impliqueraient des
mécanismes d'échanges intra- ou inter-chromosomiques non homologues [Oshima et al.,
2009].

La fréquence de néo-mutations dans le géne de la dystrophine reste 100 fois plus
élevée que celle normalement rencontrée dans la majorité des génes de l'organisme. Etant
donné que la longueur des séquences codantes du gene de la dystrophine n'excede que de 5 a
10 fois celle d'un géne moyen, ce taux de mutation élevé ne peut étre expliqué que par la taille
exceptionnellement gigantesque du gene. Ce phénomene peut davantage s'expliquer par
I'architecture du gene qui présente un morcellement de séquences exoniques et une répétition
d'exons dans le domaine central de la dystrophine. Un mauvais épissage des séquences
introniques pourrait alors engendrer des transcrits différents qui produiront une protéine non
fonctionnelle [Leturcq et Kaplan, 2005; Oshima et al., 2009].
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Figure 11. Distribution des délétions dans le géne de la dystrophine chez des patients DMD et
BMD. Chaque barre représente une délétion observée chez un patient. Le nombre a droite de
la barre de délétion indique le nombre de patients indépendants portant des délétions du méme
exon. L’analyse a été réalisée par Southern blotting et PCR multiplexe. Les fleches indiquent
les sondes cDNA utilisées pour le Southern blotting [Prior et Bridgeman, 2005].
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VI1.2. Duplications partielles

Les duplications partielles du gene DMD sont responsables de 6-7% des mutations qui
provoquent une dystrophie musculaire de Duchenne ou de Becker, plus précisément de 5% a
10% chez les patients DMD et de 5 a 19% pour les patients BMD. Pres d'un tiers des
mutations affectant le gene DMD et se comportant comme des exceptions a la régle du cadre
de lecture sont des duplications, quoique la fréquence de duplication soit plus élevée a
I'extrémité 5’ du géne (80% contre 20% dans la région centrale), notamment la duplication de
I’exon 2, altération la plus communément identifiée [Bettecken et Muller, 1989; Hu et al.,
1990; Hu et Worton, 1992; Aartsma-Rus et al., 2006; Prior et Bridgeman, 2005; White et al.,
2006] (Figure 12). L’analyse des sites de jonction dupliqués chez un grand nombre de
patients laisse suggérer que ces duplications pourraient étre provoquées par des
recombinaisons entre séquences Alu ou entre des séquences pourtant non parfaitement
homologues, et ce en raison de la grande taille du gene DMD [Hu et al., 1990; Hu et Worton,
1992].

VI11.3. Mutations ponctuelles

Des mutations ponctuelles de tous types affectent I’ensemble du gene DMD, pouvant
représenter une grande part des altérations affectant ce gene (de 5 a 20%) et générant aussi
bien un arrét de traduction prématuré de la protéine (mutations non-sens, majortaires), que des
substitutions d’acides aminés (mutations faux-sens, beaucoup plus rares), ou des mutations
d’épissage (encore plus rarement décrites). Ces mutations ponctuelles altérant le géne DMD
causent aussi bien une dystrophie musculaire de Duchenne ou de Becker, toujours selon le
méme raisonnement lié & la perte ou la maintien du cadre de lecture de la traduction [Hu et
al., 1990; Bulman et al., 1991; Matsuo et al., 1991; Kilimann et al., 1992; Roberts et al.,
1992; Bushby et al., 1993; Roberts et al., 1994; Leturcq et Kaplan, 2005; Deburgrave et al.,
2007].

En raison de la taille trés importante du gene, ces mutations restent cependant les plus
difficiles a diagnostiquer. En effet, plusieurs raisons font cependant que la recherche directe
de mutations chez les patients ne présentant pas de grandes délétions est décourageante: (i) il
n’y a apparemment pas de hot-spots mutationnels ou de mutations récurrentes, (ii) I’utilisation
d’ADN génomique nécessiterait d’amplifier spécifiquement les 79 exons de la dystrophine
chez chaque patient, (iii) I'utilisation de I’ARN réduirait le nombre de réactions PCR
nécessaires, mais est plus difficile @ manipuler, (iv) les techniques classiques d’identification
de mutations (analyses d’hétéroduplex, HA, et single strand conformation polymorphism,
SSCP) ont un degré de sensibilité relativement moyen, (v) le géne de la dystrophine possede
des centaines de polymorphismes, (vi) le test de troncation protéique (PTT pour “protein
truncation test") est sensible mais techniquement lourd a mettre en ceuvre [Tubiello et al.,
1995].
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Figure 12. Distribution des duplications dans le gene de la dystrophine chez des patients
DMD et BMD. Chaque barre représente une duplication observée chez un patient. Le nombre
a droite de la barre de duplication indique le nombre de patients indépendants portant des
duplications du méme exon. L’analyse a €té réalisée par Southern blotting. Les fleches
indiquent les sondes cDNA utilisées pour le Southern blotting [Prior et Bridgeman, 2005].
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VI11.4. Mosaicismes gonadique et somatique

Les mosaicismes gonadique et somatique, bien que tres rares, ont déja été décrits chez
des patients ayant hérité de leur mére plusieurs chromosomes X distincts suite a une délétion
post-zygotique, générant ainsi un mosaicisme germinal, ou chez des filles hétérozygotes
porteuses d’une mutation sur I’'un de leurs chromosomes X qui, par le fait du phénoméne
d’inactivation de I’autre chromosome X, I’exprimait, montrant un phénotype de dystrophie
musculaire [Bakker et al., 1987; Wood et McGillivray, 1988; Richards et al., 1990].

On considére que les mutations qui touchent le géne de la dystrophine affectent
differemment I’expression de la protéine. Une forme tronquée de la dystrophine serait
synthétisée chez les patients souffrant de la dystrophie musculaire de Becker, une forme
moins sévere de dystrophie musculaire, alors que chez les patients atteints de dystrophie
musculaire de Duchenne, aucun transcrit n’est détecté. La gravité des différentes formes de
dystrophies musculaires serait donc liée soit a la nature des exons affectés, soit a l'effet des
mutations sur la transcription et la maturation de 1'ARNm.

VIII. Corrélations entre génotype et phénotype dans les dystrophinopathies

Les premiéres corrélations génotype/phénotype ont été recherchées dés que les
premiéres délétions ont été identifiées. Mais, a cette époque, la sévérité du phénotype ne
pouvait étre expliquée ni par la localisation de la délétion, ni par sa taille [Reitter et Goebel,
1996; O’Brien et Kunkle, 2001]. Cet apparent paradoxe a alors pu étre expliqué par une
analyse détaillée du géne. Une série d’analyses moléculaires et phénotypiques ont été menées
chez les sujets atteints de DMD afin d’essayer d’établir une corrélation entre les délétions
produites dans le géne DMD et leurs conséquences phénotypiques (Tableau I11). La
résultante de ces analyses a permis d’édicter la "régle de Monaco", expliquant la sévérité
variable des dystrophinopathies en fonction du siége de la délétion et non de sa taille : soit la
délétion respectait le cadre de lecture et la protéine était produite de fagon incompléte ou alors
en quantité insuffisante; soit la délétion décalait le cadre de lecture, entrainant dans ce cas
I’absence de production de dystrophine (Figure 13). La regle de Monaco se Vérifiait alors
dans plus de 95% des cas [Monaco et al., 1988].

L’absence compléte de la protéine musculaire conduit ainsi @ un phénotype de
dystrophie musculaire de Duchenne, alors que la présence de dystrophine en quantité
insuffisante ou tronquée produit des formes intermédiaires ou la variante de dystrophie
musculaire de Becker.
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Tableau I11. Corrélation entre quantité résiduelle de dystrophine et phénotype clinique.
DMD, dystrophie musculaire de Duchenne; BMD, dystrophie musculaire de Becker; IHC,
immunohistochimie [Nicholson et al., 1993].

Quantité et taille de dys-

Immunohistochimie

Cadre de lecture

Groupe Clinique trophine (Western blot) (fibres musculaires) (région du gene)
i 0
1 DMD sévere 0 < Quantite < 10% 0 ou fibres révertantes < 1% Décalé
Taille normale
ité 0, 0,
2 DMD modérée 0 < Quantite < 20% IHC < 504) Décalé
Taille normale Quelques fibres révertantes
Forme 20 < Quantité < 30% 50 < IHC < 90% s B}
3 . s . S . ] Décalé ou conservé
intermédiaire | Taille normale ou diminuée Fibres regroupées
. 0
4 BMD sévere 30 < Quantite < 65% ) 60 < IHC < 90% Conservé (N-terminale)
Taille normale ou diminuée
. 0
5 BMD classique 65 < Quantite < 80% , IHC 100% irréguliere Conservé (distale)
Taille normale ou diminuée
. 0
6 Forme bénigne 70 < Quantite < 100% IHC normale Conservé (proximale)

Taille diminuée
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Figure 13. Effet des délétions sur le géne DMD. (A) Exons 1 a 12 du géne DMD. (B)
Conservation du cadre de lecture suite a une délétion de I’exon 4. (C) Deélétion des exons 7 a
11 maintenant le cadre de lecture dans le gene DMD. (D) Délétion de I’exon 7 décalant le
cadre de lecture dans le géne DMD [Muntoni et al., 2003].
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Chapitre IV : Modeles animaux
et approches thérapeutiques

l. Modéles animaux

Les cas connus de déficits en dystrophine se limitent seulement a quelques especes
animales. Ainsi, a titre d’exemple, le singe génétiquement proche de I’homme ne développe
pas de dystrophies. De plus, il existe une variabilité notable entre les formes de dystrophies
qui peuvent survenir chez les différentes espéces touchées. Les cas spontanés de dystrophies
sont pour I’instant répertoriés chez seulement quelques espéces autres que I’homme. Ces trois
espéces appartiennent aux muridés, aux canidés et aux félidés. Le modele souris mdx est ainsi
utilisé dans les études pathogéniques des phénoménes de nécrose-régénération. Le chien
GRMD, quant a lui, est un modéle tres représentatif de la maladie humaine, faisant qu’il est
souvent utilisé dans les expérimentations concernant la pathogénie et pour les essais de
thérapies. Malheureusement, aucun modele ne semble parfaitement adéquat pour répondre
aux attentes expérimentales [Slater, 1988; Shelton, 2004; Lovering et al., 2005; Lidov, 2009].

1.1. DMD murine

Le modele murin le plus étudié de la dystrophie musculaire de Duchenne est la souris
mdx. L’altération qui en est responsable est une mutation en position 3185 de I'exon 23, ce
qui convertit le codon glutamine CAA en un codon stop TAA [Sicinski et al., 1989], mutation
qui s'est produite spontanément chez une souche C57BL/10ScSn de souris. Ainsi, le produit
du gene muté de la dystrophine est tronqué et ne peut s'attacher au sarcolemme. De plus,
comme chez les patients DMD, il en résulte une absence marquée du complexe
glycoprotéique associé a la dystrophine [Ohlendieck et Campbell, 1991; Brown et Hoffman,
1988].

Cependant, la souris mdx contrairement a I’homme, ne présente que peu de phénotypes
associés a la maladie. En effet, on observe peu de fibres nécrosées et les fibres endommagées
sont réparées et non remplacées par du tissu conjonctif. Par contre, a I'age de 3 semaines, une
phase de dégénération-régénération aigué se produit dans les muscles de ces souris [Grounds
et McGeachie, 1992; Durbeej et Campbell, 2002; Banks et Chamberlain, 2008; Lidov, 2009;
Willmann et al., 2009].

D’autres souris, transgéniques, ont été générées par plusieurs équipes, dont le but était
d’intégrer dans le génome de la souris mdx une isoforme non-musculaire de la dystrophine au
sein du muscle squelettique. Cette isoforme contenait ainsi les domaines C-terminal et riche
en cystéines de la dystrophine musculaire, mais pas les domaines central et N-terminal liant
I’actine, ce qui fait que cette isoforme s’associait a la membrane du sarcolemme ou elle
restaurait la localisation et I’expression normale de tous les constituants du complexe des
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glycoprotéines associées a la dystrophine, mais laissait toujours le muscle squelettique dans
un état pathologique [Cox et al., 1994; Greenberg et al., 1994].

1.2. DMD canine

Plusieurs signes cliniques similaires a ceux observés dans la dystrophie musculaire de
Duchenne font du modele canin Golden Retriever dystrophique un bon modéle [Cooper et al.,
1990; Valentine et al., 1986; Valentine et al., 1988; Valentine et al., 1992]. Seule la partie
amino-terminale de la dystrophine canine peut étre détectée a I’aide d’anticorps chez les
chiens atteints de la maladie. La mutation est causée par un changement A>G a I’intérieur
d’un site d’épissage consensus situé a I’extrémité 3’ de I’intron 6, ce qui aboutit a une
protéine a laquelle manquent les exons 6 a 8 de la protéine de 390 kDa [Brown et Hoffman,
1988; Gaschen et al., 1992; Sharp et al., 1992]. La maladie a été bien caractérisée chez le
chien Golden Retriever, mais n’est pas exclusive a cette race. Les terriers Irlandais, les
Rottweilers ainsi que les Samoyédes peuvent également étre affectés. Le taux sérique en CPK
des chiens dystrophiques est élevé dés la naissance et augmente encore plus lors d’un effort
physique. Entre la huitiéme et la dixiéme semaine, les chiens dystrophiques acquiérent une
stature rigide, ont une démarche chancelante et éprouvent des difficultés a ouvrir la machoire
et a se nourrir. Le rétrécissement de la base de leur langue provoque une salivation excessive.
La dégénérescence musculaire s’accompagne d’une fibrose. L’atrophie musculaire qui en
résulte conduit a la paralysie des membres postérieurs et au développement d’une scoliose
[Valentine et al.,, 1992]. Enfin, les chiens dystrophiques développent des signes de
cardiomyopathies [Valentine et al., 1986].

Le modeéle de chien dystrophique représente un intérét certain pour I’établissement de
thérapies en faveur de la DMD. Cependant, les codts exorbitants que peuvent entrainer
I’hébergement et I’achat de tels animaux, permettent difficilement d’aborder des approches
fondamentales. Il ne peut ainsi étre souvenet utilisé que dans des protocoles pré-cliniques
[Banks et Chamberlain, 2008; Lidov, 2009; Willmann et al., 2009].

1.3. DMD féline

Jusqu’a présent, peu de formes de dystrophies félines ont été étudiées [Carpenter et al.,
1989; Gaschen et al., 1992]. Le site de mutation n’a pas encore été identifié, mais la partie
amino-terminale de la dystrophine est exprimée normalement, seule, I’expression de la partie
carboxy-terminale étant atténuée [Gaschen et al., 1992; Winand et al., 1994]. Les premiers
signes de la maladie apparaissent a un ou deux ans. Les chats atteints ont une langue épaissie,
développent une pseudo-hypertrophie des muscles postérieurs et éprouvent beaucoup de
difficulté a se déplacer. Une échocardiographie permet de révéler des signes de
cardiomyopathies. Les biopsies musculaires montrent la présence de fibres nécrotiques. Bien
que présentant des signes semblables a ceux observés dans les cas de DMD chez I’lhomme, la
rareté des cas de dystrophies félines ne permettent pas d’utiliser cet animal en recherche pour
le développement d’une thérapie [Lidov, 2009; Willmann et al., 2009].
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1. Approches thérapeutiques

Les thérapies développées dans le cadre des myopathies, notamment de la forme sévere
de dystrophie musculaire de Duchenne, se doivent d’atteindre au moins un des effets
thérapeutiques suivant :

- Ralentir, voire arréter, la dégénérescence musculaire;
- Estomper les divers signes cliniques en corrigeant I’origine de la pathologie;
- Restaurer la capacité musculaire des patients.

Presque 150 ans se sont écoulés depuis la description des premiers cas de DMD et plus
de 20 ans depuis que le gene codant pour la dystrophine fut identifié. Néanmoins, il n’existe
pour I’instant aucun traitement curatif pour cette maladie. La difficulté a établir une thérapie
efficace est particulierement due aux obstacles représentés par le remplacement ou la
réparation du gene défectueux. Pareillement, la pluralité des pathologies associées a la
dégénérescence musculaire permanente oblige les équipes de recherche a travailler sur "un
terrain miné".

Pour I’instant, les palliatifs se limitent malheureusement a améliorer le confort et la
qualité de vie des patients. Pour ralentir un peu I’atrophie musculaire, des séances de
physiothérapies peuvent étre prescrites. Pour augmenter la mobilité des patients, cannes puis
chaises roulantes électriques ont été mises a leur disposition. Pour augmenter leur capacité
respiratoire, les patients sont mis sous assistance respiratoire. Egalement, des interventions
chirurgicales lourdes peuvent étre envisagées pour les patients qui développent une lordose
pathologique : des barres métalliques sont alors vissées le long de la colonne vertébrale pour
éviter son affaissement [Franzini-Armsrong, 1994].

Toutefois, de 1940 a 1979, une multitude de drogues et d’agents ont été administrés aux
patients. L’ensemble de ces traitements ne rentrant pas dans le cadre d’études scientifiques
rigoureusement contrélées, aucun des traitements prescrits ne donna de résultats convaincants.
Parmi ces produits, nous citerons la vitamine E, des androgenes, des stéroides anabolisants
avec ou sans digitoxine, de I’adrénaline, des vasodilatateurs, de la glycine, d’autres acides
aminés, ... Puis, au début des années 80, les traitements proposes rentrerent dans des
programmes scientifiquement encadrés [Franzini-Armsrong, 1994]. Actuellement, les
thérapies pharmaceutiques, géniques et cellulaires constituent ainsi I’ensemble des approches
envisageées pour traiter les dystrophinopathies.

I1.1. Traitement pharmacologique
L’avantage majeur de cette approche est qu’elle permet une administration facile de
molécules pharmacologiques (voie orale, intraveineuse ou sous-cutanée), molécules dont

I’effet pourrait méme étre interrompue des I’arrét du traitement si nécessaire [Pichavant et al.,
2011].
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Plusieurs stratégies pharmaceutiques ont ainsi été proposées pour répondre aux
problémes liés a la DMD. De nombreux composés tels que la vitamine E [Backman et al.,
1988], le sélénium, le mazindol [Zatz et al., 1986; Zatz et al., 1988] se sont avérés inefficaces.
Malgré tout, I’approche pharmaceutique demeure une approche thérapeutique d’actualité.

11.1.1. Glucocorticoides

Leurs effets avantageux chez les patients atteints de dystrophie musculaire de
Duchenne ont été notés depuis une quarantaine d’années [Drachman et al., 1974], bien que
leur mécanisme d'action demeure indéterminé. Les effets anaboliques, la réduction de
I'inflammation des tissus et l'immunosuppression des cellules cytotoxiques semblent
cependant étre des médiateurs probables des stéroides, qui pourraient ainsi agir de maniéres
combinées.

De nombreux essais démontrent qu'un traitement a la Prednisone ou d’un de ses
composés dérivés (la Prednisolone), permet une amélioration chez les patients DMD par
augmentation de la force et aussi de la fonction musculaire des malades traités [Mendell et al.,
1989; Sansome et al., 1993].

Un autre composé, le Deflazacort qui est un dérivé de la Prednisolone, a également été
utilisé dans le but de réduire les effets secondaires de cette derniere [Biggar et al., 2001].

Pour le moment les deux stéroides que sont la Prednisone/Prednisolone et le
Deflazacort sont utilises, leurs effets positifs étant équivalents dans la stabilisation de la force
musculaire. Le Deflazacort entraine cependant moins d'effets secondaires, avec de surcroit un
gain de poids moins important [Bonifati et al., 2000]. Toutefois, le mécanisme qui engendre
I'effet bénéfique du traitement reste inconnu [Angelini, 2007].

11.1.2. Aminoglycosides

Ne pouvant s’appliquer qu’a une faible proportion des patients atteints, I'utilisation
d’aminoglycosides demeure la seule approche pharmacologique pouvant potentiellement
corriger le déficit moléculaire. Les "aminoglycosides" sont des antibiotiques ayant la capacité
de permettre aux polymérases de continuer la traduction d’un géne au-dela d'un codon Stop.
Gréce a cette propriété, I’administration de ces antibiotiques pourrait restaurer la production
de dystrophine chez 10 a 15 % des patients DMD, ceux porteurs d'une mutation non-sens dans
le géne de la dystrophine. A titre d’exemple, la gentamicine permet ainsi & la machinerie
cellulaire d’outrepasser le codon Stop UAG. Chez la souris mdx, I’administration de cet
antibiotique a permis d’assurer une protection contre les cassures musculaires grace a la
restauration de la dystrophine pleine longueur sous la membrane des muscles squelettiques
[Barton-Davis et al.,, 1999]. Bien que le premier essai clinique chez I'homme n‘ait
malheureusement pas eu le succés escompté [Wagner et al., 2001], de nouveaux dérivés de
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cette molécule sont ainsi en voie de développement en essayant d’améliorer son efficacité et
de minimiser sa toxicité [Barton-Davis et al., 1999; Vinod et al., 2010].

11.1.3. Agonistes des adréno-récepteurs de type p2

Les muscles des patients DMD ont une force nettement réduite, ce qui laissait suggérer
I’utilisation de divers agents avec pour but d'augmenter leur force musculaire. L'utilisation du
Clenbutérol, un agoniste des adréno-récepteurs B2, chez la souris mdx a ainsi montré un effet
positif [Zeman et al., 1994]. En effet, les résultats d'une étude menée en 1995 ont montré que
le traitement & long terme au Clenbutérol permettait d'améliorer la croissance et la
régénération musculaire, avec toutefois I’inconvénient du développement de malformations et
d'une fatigue prématurée [Dupont-Versteegden et al., 1995]. Une étude récente a aussi
démontré que l'utilisation du Clenbutérol réduisait le niveau de degenérescence musculaire
chez la souris dystrophique agée [Zeman et al., 2000].

Un autre agoniste des adréno-récepteurs B2, le Formotérol, a également été décrit
comme étant plus efficace que la Clenbutérol, car il était capable d'induire une amélioration
de la fonction musculaire chez la souris mdx tout en abaissant I'activité du protéasome, ce qui
a permettait d'augmenter la masse ainsi que la taille des fibres dans plusieurs muscles dont le
diaphragme, le soléus et 'EDL [Harcourt et al., 2007].

11.1.4. Myostatine

La myostatine étant un régulateur négatif naturel de la croissance musculaire,
différentes stratégies ont été tentées pour bloquer son action, tels I’utilisation d’anticorps anti-
myostatine, la mutation de son récepteur ou I’introduction d’un récepteur soluble et le saut
d’exon de son transcrit. Il a méme été tenté une stratégie de saut d’exon qui restaure le cadre
de lecture de la dystrophine et détruit ’ARNm de la myostatine simultanément, expériences
qui ont donné des résultats encourageants par augmentation de la force musculaire et
amélioration histologique sur les souris mdx [Wagner et al., 2008; Pichavant et al., 2011].

11.1.5. Utrophine

Une autre approche en développement consisterait a identifier un agent
pharmacologique qui permettrait d’augmenter les quantités normalement faibles d’utrophine
en stimulant Pactivité du géne qui la code. Normalement restreinte aux jonctions
myotendineuses et neuromusculaires (site ou la fibre est stimulée par le neurone moteur),
I’utrophine est une protéine ayant une fonction analogue a celle de la dystrophine, due a sa
forte homologie avec cette protéine (80%). Egalement capable de restaurer le complexe DCG
au niveau de la membrane, une surexpression d'utrophine ne présente aucune toxicité et aide a
prévenir la dégenérescence musculaire chez les souris mdx [Tinsley et al., 1998; Fisher et al.,
2001]. Afin d’améliorer le phénotype dystrophique, un traitement doit pourtant permettre
d’augmenter la quantité d’utrophine de 2 a 3 fois pour restaurer le complexe DCG sur toute la
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longueur du sarcolemme [Tinsley et al.,, 1998]. Parmi les agents pharmacologiques
prometteurs, I’administration d’une partie de I’héréguline (facteur de croissance dérivé des
nerfs) a permis de tripler le niveau d’utrophine chez des souris mdx [Krag et al., 2004]. Des
études permettant d’évaluer sa toxicité et sa spécificité d’action doivent néanmoins étre
effectuées avant d’envisager I'utilisation de ce peptide pour le traitement des patients DMD
[Miura et Jasmin, 2006].

11.2.  Thérapies géniques

La thérapie génique consiste en I’introduction dans les fibres musculaires, via des
vecteurs viraux ou non viraux, d’une copie fonctionnelle du gene DMD, directement dans les
muscles ou dans des cellules en culture. Le transgene est généralement la séquence complete
de ’ADNc du géne DMD, mais en raison de sa grande taille, d’autres séquences ont été
générées en induisant des délétions dans le domaine central (mini-dystrophine) et C-terminal
(micro-dystrophine).

11.2.1. Approches virales

Les virus ont la capacité d’infecter des cellules somatiques afin de faire exprimer leur
génome et de se répliquer, propriété qui a été utilisée pour introduire le gene de la dystrophine
dans les cellules musculaires des patients atteints de DMD. L’efficacité d’un vecteur viral
dépend de plusieurs parameétres : I’insertion du transgene, sa capacité d’insertion, sa
reconnaissance par les cellules cible (récepteurs membranaires), son insertion chez I’hote et
sa réplication, I’expression du transgéne, le fait qu’il n’induise pas de réponses immunitaires,
... Divers vecteurs viraux ont ainsi pu et sont utilisés : les adénovirus, les adénovirus associés
et les lentivirus avec des avantages et des limites pour chaque type viral [Wang et al., 2009;
Odom et al., 2011; Pichavant et al., 2011].

11.2.1.1. Adénovirus

Les adénovirus sont des virus non enveloppés a ADN double brin. Une partie des
génes adénoviraux impliqués dans la réplication virale peuvent étre supprimés afin de libérer
de la place au transgene d’intérét. En supprimant ainsi les génes immunogéniques des
adénovirus, on évite d’induire une réponse immunologique dirigée contre le produit viral. Il
est possible alors d’intégrer au génome adénoviral des transgénes ayant une taille de 28 a 30
kb. Le géne de la dystrophine a été intégré au génome des adénovirus et ces derniers ont été
injectés chez la souris mdx, ce qui a permis une expression stable de la dystrophine normale a
long terme, en restaurant de surcroit la dystrophine dans 25 a 30% des fibres de la souris
[Dellorusso et al., 2002].
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Malheureusement, quelques inconvénients limitent I’utilisation de cette technique : les
protéines de la capside virale entraineraient en effet une réaction inflammatoire pouvant
s’averer létale lorsque le virus est injecté par voie systémique [Raper et al., 2003].

11.2.1.2. Virus adéno-associes (AAV)

Les AVV sont des virus non enveloppés a ADN simple brin. Non pathogénes, ils
peuvent infecter des cellules en division ou des cellules quiescentes comme les cellules
musculaires, permettant ainsi I’incorporation du géne de fagon stable. Cependant, la longueur
maximale du géne qui peut y étre inséré ne peut étre que de 5-6 kb.

L’utilisation de versions de la micro- ou de la mini-dystrophine permet alors
I’introduction du géene dans ce vecteur. Des mini-génes de la dystrophine de moins de 4 kb
ont pu étre introduits dans ces vecteurs. Apres injection intramusculaire du vecteur, les
dystrophines tronquées produites sont retrouvées dans la membrane cellulaire des souris mdx.
Des vecteurs AAVs recombinants injectés en intramusculaire peuvent donner des taux
d’infection trés élevés et une capacité a améliorer la pathologie jusqu’a 6 mois apres
I’administration [Wang et al., 2000].

Par ailleurs, I’expression de la dystrophine dans I’ensemble du tissu musculaire et
cardiaque a été rendue possible par I’injection systémique d’une solution contenant un haut
titre d’AAV6 codant pour la micro-dystrophine [Gregorevic et al., 2004].

Récemment, Liu et al. (2005) ont démontré que I’expression de la microdystrophine
chez les souris mdx en utilisant I’AAV peut résulter d’une protection du muscle contre les
contractions excentriques, effet significatif di a I’expression de la dystrophine dans 30% des
fibres.

11.2.1.3. Rétrovirus

Ces virus possédent un ARN simple brin. Ils se répliquent en passant par une
transcriptase inverse dans des cellules en division. L’efficacité de transfert du géne dépend
alors de la capacité de division des cellules, ce qui fait de la cellule musculaire un mauvais
modeéle pour I'utilisation de ces vecteurs. De plus, le rétrovirus a une capacité limitée en ce
qui concerne la longueur du gene qu’on peut y insérer (7-8 kb). L’utilisation de la
minidystrophine reste nécessaire pour le traitement de la maladie et donne des résultats peu
satisfaisants. En effet, les expériences faites chez les souris dystrophiques en utilisant les
rétrovirus montrent que méme si le pourcentage d’infection in vitro des myoblastes est de
100%, I’injection du virus directement dans le muscle en régénération ne donne que 0,5-1 %
de fibres dystrophine positives. Ce résultat est attribué au fait que les souris ont développé des
anticorps contre le rétrovirus et que la demi-vie du rétrovirus est courte in vivo [Fassati et
Bresolin, 2000]. Ces auteurs ont ainsi démontré que les vecteurs rétroviraux sont capables de
traduire les cellules satellites musculaires in vivo et que ces cellules participent a la
restauration de la dystrophine au niveau des fibres de la souris injectée. Le taux d'infection
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des cellules satellites par des rétrovirus restant faible, ces vecteurs sont en conséquence peu
utilisés in vivo, mais pourraient étre intéressants pour une thérapie génique ex vivo.

11.2.1.4. Lentivirus

Le lentivirus est une sous-classe dérivée du virus de I’immunodéficience humaine
(VIH). Ce virus ne peut pas contenir le géne complet de la dystrophine, puisque la longueur
du géne qu’on peut y insérer ne doit pas dépasser 9 kb. Cependant, il présente I’avantage de
pouvoir infecter des cellules méme quiescentes et reste ensuite quiescent dans les tissus en
post-mitose sans causer de réaction immunitaire. De plus, ce vecteur intégre le transgéne dans
le génome des cellules : lorsque ces cellules proliferent, elles donc conservent le transgéne.
Ces propriétés font ainsi de ce vecteur un choix idéal pour la thérapie ex vivo par le transfert
du géne de la micro-dystrophine dans les cellules souches provenant d’un muscle
dystrophique [Scott et al., 2002].

Il a été montré que I’injection intramusculaire de lentivirus codant pour la mini-
dystrophine a permis son expression dans le muscle de souris mdx pendant 6 mois [Li et al.,
2005]. Les lentivirus s’integrant au hasard dans le génome de I’hdte, ceci risque néanmoins
d’activer un oncogene et mener a la formation de tumeurs.

11.2.1.5. Herpes Simplex type 1

Le virus herpés simplex de type 1 (HSV-1) est un virus neurotropique humain, mais il
peut étre utilisé pour infecter des tissus ou des cellules qui ne sont pas dérivés du systeme
nerveux [Efstathiou et Minson, 1995]. Le génome viral du virus HSV-1 est constitué d'un
ADN linéaire double brin d'une longueur de 152 kb. Il est donc doué d’une grande capacité
d’encapsidation. Une fois débarrassé de toute séquence virale, les vecteurs basés sur le HSV
sont peu toxiques et peuvent étre utilisés soit pour infecter directement les muscles ou pour
infecter des cellules myogéniques in vitro. En effet, I’injection directe de vecteurs HSV
recombinants peut générer jusqu’a 50% de fibres positives pour le transgéne utilise [Wang et
al., 2002]. Il a d’ailleurs été montré que les vecteurs HSV pouvaient étre utilisés dans le
contexte de la thérapie génique indirecte basée sur I’infection in vitro des myoblastes [Bujold
et al., 2002]. Suite a la transplantation de myoblastes infectés avec un amplicon HSV
contenant la dystrophine et I’eGFP chez des souris dystrophiques immunosupprimées, jusqu’a
50% de fibres positives pour la dystrophine ont ainsi pu étre observées [Bujold et al., 2002].
Les vecteurs HSV demeurent tout de méme peu attirants en raison de leur faible capacité
d’intégration. Cependant, des travaux sont actuellement en cours pour générer des vecteurs
hybrides HSV-AAVs qui exhiberaient la propriété de s’intégrer comme des vecteurs AAVS
tout en ayant la grande capacité de stockage du HSV.
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11.2.2. Oligonucléotides
11.2.2.1. Saut d’exon par utilisation d’oligonucléotides anti-sens (AON)

En dépit des altérations moléculaires qui affectent la dystrophine, il n’est pas rare
d’observer chez les souris mdx et les jeunes enfants DMD quelques fibres qui expriment
pourtant la protéine. Son expression dans ces fibres, dites révertantes, est causée par une
restauration du cadre de lecture suite & une seconde mutation ou bien suite & un phénoméne
d’épissage qui aurait permis d’éliminer la séquence comportant la mutation [Hoffman et al.,
1990; Sherratt et al., 1993; Lu et al., 2000].

Normalement, le mécanisme d’épissage sert & éliminer les introns d’un ARN pré-
messager. En utilisant des ARN antisens spécifiques a I’ARN pré-messager de la dystrophine,
la stratégie de saut d’exon (exon skipping) vise a moduler I’épissage de I’ARN afin d’en
éliminer I’exon contenant une mutation non-sens et restaurer ainsi le cadre de lecture. Le
principe de cette approche repose ainsi sur I’introduction, dans la cellule, de petites séquences
d’ARN nommées "oligoribonucléotides antisens” (AONs) qui sont complémentaires et
spécifiques a un site d’épissage présent sur le transcrit de la dystrophine. En neutralisant un
site d’épissage, les AONSs produisent un nouvel épissage qui permet de sauter un ou plusieurs
exons et conduisent a la production d’une dystrophine tronquée [Mann et al., 2001; Bremmer-
Bout et al., 2004]. Comme I’a démontré une étude récente en analysant les profils
d’expression géniques, ces courtes séquences d’ARN antisens ont une activité trés spécifique
et ne semblent pas affecter d’autres genes [t’Hoen et al., 2006].

Chez la souris mdx, une simple injection intramusculaire d’AONs a permis d’obtenir
une bonne répartition de fibres exprimant la dystrophine, constituant ainsi 23% des fibres
totales du muscle [Williams et al., 2006]. L’injection systémique peut également étre utilisée
et présente I’avantage de pouvoir restaurer I’expression de dystrophine dans des muscles plus
difficilement accessibles comme le diaphragme [Lu et al., 2005]. Chez un patient DMD agé
de 10 ans, I’injection intraveineuse d’une petite quantité d’oligonucléotides s’est ainsi révélée
étre une approche sécurisante qui a permis de corriger 6% des ARNm codant pour la
dystrophine [Takeshima et al., 2006]. Bien que la présence de dystrophine puisse perdurer
plusieurs semaines suite a I’injection d’AONSs, le traitement d’un patient avec cette approche
nécessite des soins répétitifs, ce qui permet alors une meilleure efficacité [Bremmer-Bout et
al., 2004; Lu et al., 2005]. Afin de diminuer la fréquence des traitements, I'utilisation de
vecteurs viraux permettant aux cellules infectées de synthétiser les AONSs pourrait cependant
étre envisagée. Jusqu’a aujourd’hui, I’utilisation de vecteurs AAV chez la souris mdx a permis
de restaurer la dystrophine a long terme tout en améliorant le phénotype dystrophique [Denti
et al., 2006; t’Hoen et al., 2006]. Le saut d’exon est donc une approche prometteuse qui, suite
a son optimisation, pourrait alors permettre le traitement d’environ 70% des patients DMD
[Aartsma-Rus et al., 2004]. Il faut cependant garder a I’esprit que cette approche ne peut
permettre que la restauration d’une dystrophine tronquée. En supposant que des AONs
puissent étre livrés a I’ensemble des muscles et que leur action puisse perdurer a long terme,
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le résultat final serait un phénotype Becker dont la sévérité varierait en fonction des exons
sautés.

Des myoblastes provenant d'un patient dystrophique dont la mutation était causée par
la délétion des exons 49 et 50 ont par exemple été modifiés avec un lentivirus codant pour un
ARN U7 contenant la séquence antisens dirigée contre l'exon 51 : cette stratégie a ainsi
permis I'expression de dystrophine humaine chez le singe [Quenneville et al., 2007].

11.2.2.2. Correction génomique

Sur la base du fait que les mutations ponctuelles affectant le géne de la dystrophine
représentent jusqu'a 15% des cas de DMD, I’utilisation d’oligodésoxynucléotides (Figure 14)
permettrait de réparer ce type de mutations. La souris mdx a été un excellent modele pour
vérifier ce principe. En effet, la déficience en dystrophine chez cette souris était due a une
mutation ponctuelle générant un codon Stop dans le géne codant la dystrophine. Ainsi les
premieres expériences réalisées chez cette souris donnérent des résultats encourageants. La
correction fut démontrée au niveau génomique ainsi qu’au niveau de I’ARNmM, I’expression
de dystrophine ayant été démontrée in vitro et in vivo [Rando et al., 2000; Bertoni et Rando,
2002; Bertoni et al., 2005]. A I’instar des AONSs, I’utlisation des oligodésoxynucléotides
nécessiterait une ingéniérie constante de ces vecteurs pour chaque zone de mutation. De plus,
il faudrait aussi noter la faible efficacité de cette approche, puisque seules 1 a 5% des cellules
traitées produisent de la dystrophine. Enfin, méme si la correction au sein des cellules
répondantes est permanente, il n’en demeure pas moins qu’il y a un renouvellement cellulaire
important lors des événements de dégénérescence/ régénérescence musculaire [Rando, 2007].

11.2.3. Approche plasmidique

C'est pendant le début des années quatre-vingt-dix que les premiéres observations
concernant la faisabilité, mais surtout I'efficacité, de I'injection intramusculaire d'un plasmide
codant pour la dystrophine a été rapportée chez la souris mdx [Acsadi et al., 1991; Danko et
al., 1993]. Depuis, lefficacité de distribution et d'expression des vecteurs délivrés a été
améliorée en utilisant diverses techniques dont I'électroporation [Hartikka et al., 2001] qui
reste tout de méme une méthode invasive. En effet, quelques essais cliniques sur des patients
atteints de dystrophie musculaire de Duchenne ou de Becker ont montré que trois semaines
apres l'injection intramusculaire d'un plasmide contenant la séquence de la dystrophine pleine
longueur, on pouvait détecter I'expression de la dystrophine chez les deux tiers des enfants
traités, le nombre de fibres qui exprimaient la dystrophine était cependant tres faible [Fardeau
et al.,, 2005]. A la lumiere de ce résultat, d’autres moyens pour induire l'intégration de
plasmide dans le génome ont été testés, et ce afin de permettre une expression a long terme de
la protéine. Ainsi, la co-expression d'une intégrase (®C31) avec un plasmide contenant des
séquences qu'elle reconnait (attP) permettait une intégration spécifique du plasmide dans le
génome des mammiferes [Thyagarajan et al., 2001]. De plus, l'intégration se faisant d'une
facon spécifique, le risque d'une insertion aléatoire était écarté. En effet, l'utilisation de cette
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technologie chez la souris mdx a entrainé une expression a trés long terme de la dystrophine
[Bertoni et al., 2006]. D'autre part, il a aussi pu étre montré que la transplantation de cellules
myogéniques obtenus a partir de souris dystrophiques permettait de régénérer a long terme
I'expression de la dystrophine une fois nucléofectées avec le plasmide codant pour le
transgéne (la dystrophine) en présence de 'intégrase ®C31 [Quenneville et al., 2007].
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Figure 14. Meécanisme moléculaire de la correction génomique médiée par les
oligodésoxynucleotides. Dans cet exemple, le phénotype sauvage G-C est remplacé par une
hypothétique mutation de bases T-A. L’oligodésoxynucléotide présente une parfaite
homologie de séquence avec la zone entourant la mutation a I’exception de la base mutée. Ce
non-appariement au niveau de la base mutée est alors corrigé par la machinerie endogéne de
réparation de I’ADN en deux phases successives [Rando, 2007].
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11.2.4. Transfection d’ADN nu

Cette approche consiste en I’introduction du transgene sans vecteur viral, ce qui
permet d’ailleurs d’éviter toute réponse immunitaire dirigée contre les protéines virales.
L’efficacité de la transfection d’ADN nu codant la dystrophine ou la micro-dystrophine s’est
cependant avérée trés faible, puisque lors d’essais cliniques, I’introduction de I’ADNc de la
dystrophine n’augmentait que de moins de 6% le taux de la protéine. Des méthodes physiques
ou chimiques peuvent néanmoins étre utilisées pour augmenter le taux de transfection de cet
ADN, telle I’électroporation. Appliquée aux souris mdx, cette méthode induisait ainsi
I’expression de la dystrophine pendant un mois [Romero et al., 2004; Pichavant et al., 2011].

11.3.  Thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire consiste a introduire dans le muscle du patient atteint de DMD
des cellules musculaires provenant d'un patient non-atteint permettant ainsi de restaurer
I'expression de dystrophine dans leurs muscles. Ces cellules peuvent soit provenir d'un
donneur ou étre des cellules autologues dont le géne de la dystrophine a été corrigé par
thérapie génique ex vivo. Deux formes de cette thérapie sont présentement a I'étude :
I'injection intra-artérielle de cellules, notamment de mésoangioblastes [Sampaolesi et al.,
2006] ou l'injection intramusculaire de cellules, notamment de myoblastes [Peault et al.,
2007]. Les mésangioblastes sont des cellules isolées a partir des vaisseaux sanguins et
peuvent étre injectées de maniére intra-artérielle, passer a travers la paroi vasculaire et se
diriger vers le muscle pour finalement se différentier en cellules musculaires [Peault et al.,
2007]. L'injection intramusculaire de myoblastes permet d'introduire dans le muscle
dystrophique des cellules précurseurs exprimant une dystrophine non-mutée et qui
fusionneront avec les fibres musculaires endommageées du patient. Des essais in vivo ont éte
effectues sur des animaux et des essais cliniques ont méme été envisagés [Skuk et al., 2002;
Skuk et al., 2007]. Cette thérapie est trés prometteuse pour nombre de maladies génétiques,
bien qu’elle doive cependant faire face & plusieurs obstacles: la faible dispersion des
myoblastes hors des sites d'injections, la mort rapide et précoce des myoblastes suite a
I’injection, le rejet a moyen et long terme di a la réponse immune spécifique [Péault et al.,
2007; Benchaouir et al., 2008; Darabi et al., 2008].
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Chapitre V : Diagnostic des dystrophies
musculaires de Duchenne et de Becker

l. Analyses cliniques et para-cliniques

L’analyse clinique reste déterminante pour aboutir a un diagnostic positif et
étiologique d’une myopathie. Dans la trés grande majorité des cas, le diagnostic de DMD est
évoqué a I’occasion de difficultés a la marche s’installant en général chez un petit garcon vers
I’age de 3 a 4 ans, plus tardivement vers I’age de 12 ans dans le cas de BMD [De Recondo et
De Recondo, 2001; Petiot et Urtizberea, 2004].

Est particulierement évaluée la capacité de I'enfant dystrophique a se relever a partir
d'une position allongée. L'enfant s'aide alors pour se lever de ses membres supérieurs d'abord
en se tenant sur ses bras et genoux puis se met debout en appuyant ses mains droites sur ses
jambes : cette manceuvre dite de "Gowers" permet de mettre en valeur un affaiblissement des
muscles inférieurs.

Pour confirmer le diagnostic de myopathie, le médecin est pourtant parfois amené a
prescrire d’autres examens complémentaires.

- Electromyographie : Il est possible de vérifier si les muscles et les nerfs fonctionnent
correctement en réalisant un électromyogramme, consistant a stimuler les muscles par de
petits chocs électriques et permettant alors d’étudier I'activité électrique générée par le muscle
lorsqu'il se contracte. Méme s'il permet de constater I'existence d'anomalies musculaires, cet
examen n’est cependant pas spécifigue de DMD/BMD [Gibertoni et al., 1987; Engel et
Franzini-Armstrong, 1994; Karpati et al., 2001].

- Dosage des enzymes musculaires : La nécrose des cellules libere des protéines dans
le sang (les créatines kinases, CK) qui, ayant une concentration élevée, participent au
phénotype de dystrophie musculaire, mais ce dosage n’est cependant pas différentiel. Chez un
enfant atteint et parfois chez la mére porteuse de DMD/BMD, le taux de CK peut ainsi
atteindre 50-100 fois les valeurs d’un sujet normal (comprise entre 10 et 200 UI/I) [Bradley et
al., 1993; Engel et Franzini-Armstrong, 1994; Karpati et al., 2001; Lankester et al., 2007].

1. Analyses histologiques, immunohistochimiques et western blotting

Bien que certaines techniques nécessitent de disposer d’une biopsie musculaire, acte
médical invasif parfois traumatisant, dans certains cas, [I’analyse histologique et
immunohistochimique peuvent étre nécessaires pour établir
un diagnostic rapide et précis [Anderson et Davison, 1999; Petiot et Urtizberea,
2004; Fernandez et al., 2008; Bushby et al., 2009; Abbs et al., 2010; Soltanzadeh et al.,
2010] :
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- Analyse histologique : Un petit échantillon de muscle est prélevé et examiné par
microscopie, montrant, en cas de dystrophie musculaire, la présence dans le muscle de
nombreuses fibres musculaires mortes et de dimensions anormalement grandes. A mesure que
la maladie progresse, le tissu musculaire nécrosé se trouve également remplacé par du tissu
gras ou d'autres types de tissus.

- Analyse immunohistochimique : L'immunofluorescence indirecte sur des
coupes congelées de muscle fournit des données importantes pour l'analyse de la dystrophine,
puisque chez les individus normaux, I'immuno-marquage de la dystrophine est détecté
comme un anneau homogéne autour de la périphérie de toutes les fibres musculaires. Chez
un patient DMD I’anneau n’est pas détecte, mais chez un
patient BMD, la coloration varie de Iégere a presque normale. Bien que tres utile chez les
hommes, le test est plus utile pour détecter les femmes porteuses DMD qui ont souvent
des plaques de fibres négatives parmi les fibres positives en raison de l'inactivation du
chromosome X. L’immunofluorescence ne semble toutefois pas bien appropriée pour détecter
les porteurs de BMD.

- Western Blotting : Le tissu musculaire approprié (musculaire, squelettique, ou lisse)
doit d’abord étre obtenu et immédiatement conservés a -70°C pour une détection directe de la
dystrophine aprés une extraction des protéines totales suivie de I'utilisation d’une batterie
d’anticorps anti-dystrophine reconnaissant cette protéine en C-terminal, N-terminal et
domaine central. L’analyse d’une biopsie musculaire est alors en mesure d’évaluer les
altérations qui siégent au niveau du muscle, notamment suite a I’examen du profil protéique
par western blotting aprés biopsie musculaire, mettant en évidence I’absence, la présence ou
la diminution quantitative de dystrophine, offrant ainsi notamment un moyen de distinguer
entre les deux types de dystrophies, celle de Becker étant caractérisée par une abondance
réduite de protéine dystrophine (>95% de précision) alors que celle de Duchenne est
individualisée par une absence de dystrophine (>99% de précision). D’autre part, le méme
type d’analyse permet de mettre en évidence si la protéine dystrophine a la taille attendue ou
si, au contraire, elle est mutée et a une taille plus petite, suggérant que c’est donc une protéine
tronquée et que le phénotype BMD serait le plus probable. La dystrophine y est en effet
représentée sous forme d’une bande spécifique correspondant a un poids moléculaire de 427
kDa. Chez les patients DMD, cette bande est absente ou trés faiblement exprimée (<3%),
alors que chez les patients BMD, cette bande est d’intensité plus ou moins diminuée et peut
correspondre a une taille normale, augmentée ou réduite selon le type de lésion moléculaire en
cause (mutation ponctuelle, duplication, délétion) (Figure 15) [Bulman et al., 1991; Anderson
et Davison, 1999].

I1l.  Analyses moléculaires
Les hommes affectés suspectés d'avoir une dystrophinopathie sur la base du diagnostic

clinique sont dirigés vers une confirmation moléculaire  réalisée  pour
démontrer la présence d'une altération clairement pathogene dans le géne DMD, et en tenant
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compte de la sensibilité de la procédure moléculaire utilisée. La rapidité du diagnostic reste
toutefois extrémement importante afin de réduire [lanxiété et le risque de
récidive de la maladie dans la famille [Abbs et al., 2010; Soltanzadeh et al., 2010].

Puisque les délétions intragéniques sont les principales mutations affectant le
gene DMD (65%), des tests moléculaires de premiére instance seraient de tenter de détecter la
majorité des délétions avec un minimum de procédures techniques, avantages offerts par la
PCR multiplexe qui permet d’amplifier simultanément les exons connus pour étre le plus
souvent délétés. Deux PCRs multiplexes ont ainsi été mises au point, celle de Chamberlain
et al. (1988) et Beggs et al. (1990), permettant la détection d'environ 98% des délétions
caractérisées dans le gene DMD. Etant donné que ces deux tests ne caractérisent pas
les bordures de toutes les délétions, il est pourtant parfois nécessaire de réaliser
PCRs supplémentaires pour caractériser I'étendue exacte lorsqu’une déletion n’est pas bordée
de ses deux cotés [Chamberlain et al., 1988; Beggs et al., 1990; Abbs et al, 2010].

Des analyses quantitatives de tous les exons offrent une amélioration du taux
de détection de mutations puisqu’elles détectent toutes les délétions intragéniques et, en
outre, toutes les duplications (5-10% des mutations). D'autres
avantages sont que ces analyses caractérisent les bordures de la plupart
des réarrangements et peuvent également étre utilisés pour tester les femmes porteuses. La
méthode quantitative la plus utilisée est la MLPA (pour "Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification™) [White et al., 2002; Ashton et al., 2008; Abbs et al., 2010].

Une autre approche quantitative, CGH array (pour "array Comparative
Genomic Hybridization™), a été mise au point pour doser le gene DMD avec une haute
résolution, permettant de détecter le nombre de copies, exons et introns compris, a
travers I'ensemble des 2.2 Mb de la région génomique contenant ce gene et individualisant
donc les points de réarrangement en des intervalles relativement étroits. Cette approche
permet aussi de détecter la perte ou le gain de séquences introniques aux points liés a des
inversions et des réarrangements complexes, offrant ainsi un taux plus élevé de
détection de mutations que la MLPA ou les autres tests ciblant seulement les exons [Abbs et
al., 2010].

Si aucune délétion ou duplication n’a été trouvee, le diagnostic clinique ne peut étre
ni confirme ni exclu. Si les caractéristiques cliniques, les antécédents familiaux et/ou les
résultats d’analyse de la biopsie musculaire laissent suggérer une dystrophinopathie, d'autres
tests peuvent étre envisagés pour rechercher des mutations pathogénes. De nombreuses
méthodes peuvent ainsi étre utilisées pour analyser de petits changements nucléotidiques
dans le géne DMD (SSCP pour "Single Strand Conformation Polymorphism", dHPLC pour
"denaturing High Performance Liquid Chromatography”, PTT pour "Protein Truncation
Test", ...), offrant une alternative moins colteuse que le séquencage de tous les 79 exons du
géne DMD. Le séquencage du gene DMD, peut quant a lui, étre effectuée par RT-
PCR d'ADNc dérivées de I'ARN du muscle (a condition de disposer de ce matériel

59



Recherche Bibliographique

génétique) ou a partir d'ADN génomique. De nouvelles approches de séquencage offrent
d’ailleurs aujourd’hui la probabilité de détecter l'ensemble des mutations dans le
géne DMD, puisque le gene en entier peut étre exploré [Flanigan et al., 2003; Abbs et al.,
2010; Torella et al., 2010].

Anticcorps Dys N B D
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Figure 15. Mise en évidence d’altérations et déficits affectant la protéine dystrophine par
immunohistochimie (A.) et par western blot (B.). (A) Marquage de coupes histologiques
réalisees a partir de muscles avec un anticorps spécifique reconnaissant la protéine
dystrophine (Dys), mettant ainsi en évidence (comparativement a un individu contréle) un
déficit de cette protéine chez le patient analysé. (B) Western blot montrant deux types
d’altérations rencontrées chez les patients présentant une dystrophie musculaire de
Becker/Duchenne: Patient B, présentant une dystrophie musculaire de Becker, avec présence
d’une protéine tronquée et d’expression tres légerement diminuée, Patient D, présentant une
dystrophie musculaire de Duchenne, avec absence de dystrophine, comparativement a un
individu contréle N. Myosine, protéine contréle [Kaplan et al., 1996; Anderson et Davison,
1999; Ehmsen et al., 2002].
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l. DONNEES CLINIQUES

Notre travail a porté sur I’analyse moléculaire de 103 patients issus de familles
indépendantes qui nous avaient été adressés au courant des années 2010 et 2011 par les
Services de Neurologie des Centres Hospitalo-Universitaires d’Alger Centre et de Ben
Aknoun et de I’Etablissement Hospitalier Spécialisé Ali Ait Idir, en vue d’explorations
moléculaires. Les médecins traitants de ces malades avaient en effet évoqué une suspicion de
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) ou de Becker (BMD) sur la base d’explorations
cliniques (Tableau 1V), nous adressant alors un préléevement sanguin sur tube avec
anticoagulant pour chacun de ces patients, aprés les en avoir informé et obtenu d’eux un
consentement éclairé.

I, METHODES
I.L1. Extraction d’ADN génomique total

11.1.1. Extraction d’ADN génomique total a partir de sang périphérique par la méthode
au Phénol:Chloroforme

a. Principe

La méthode au Phénol:Chloroforme est une méthode classique d’extraction et de
purification de I’ADN basée sur la solubilité différentielle des acides nucléiques entre deux
phases non miscibles : le phénol, qui est un déprotéinisant puissant dans lequel ceux-ci ne
sont pas solubles, et le chloroforme, qui compléte I’extraction phénolique en dénaturant les
protéines et en aidant a la séparation des phases aqueuses et organiques [Sambrook et al.,
1989].

b. Solutions

- Solution de lyse des globules rouges (SLR) (10 mM Tris, pH 7.6, 5 mM MgCl,, 10
mM NaCl).

- Solution de lyse des globules blancs (SLB) (10 mM Tris, pH 7.6, 10 mM EDTA, pH
8.0, 10 mM NacCl).

- SDS 10% (Sigma®) (détergent anionique).

- Protéinase K (20 mg/ml) (Sigma®) (protéase ayant une forte activité protéolytique et
clivant les liaisons peptidiques entre les acides amingés).

- Phénol:Chloroforme:lsoamyl alcool (25:24:1) (Sigma®).

- Chloroforme:lsoamyl alcool (24:1) (Sigma®).

- Ethanol 100% (Sigma®).

- Ethanol 70%.

- NaCl3 M

- Tampon TE (10 mM Tris, pH 7.6, 1 mM EDTA, pH 8.0).
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Tableau 1V. Donnees cliniques sur les patients DMD/BMD explorés. (DMD, dystrophie

musculaire de Duchenne; BMD, dystrophie musculaire de Becker; M, sexe masculin).

Patients | Diagnostic clinique Age Sexe | Patients | Diagnostic clinique Age exe
P1 BMD 15 ans M P53 DMD 7 ans M
P2 BMD 20 ans M P54 BMD 20 ans M
P3 DMD 13 ans M P55 DMD 9 ans M
P4 BMD 14 ans M P56 BMD 13 ans M
PS5 DMD 6 ans M P57 DMD 5 ans M
P6 BMD 13 ans M P58 BMD 14 ans M
P7 BMD 17 ans M P59 BMD 20 ans M
P8 BMD 15 ans M P60 DMD 3ans M
P9 DMD 5 ans M P61 DMD 7 ans M
P10 BMD 32 ans M P62 DMD 12 ans M
P11 BMD 15 ans M P63 BMD 10 ans M
P12 BMD 20 ans M P64 DMD 11 ans M
P13 DMD 9 ans M P65 BMD 22 ans M
P14 BMD 13 ans M P66 DMD 13 ans M
P15 BMD 13 ans M P67 DMD 17 ans M
P16 BMD 22 ans M P68 DMD 11 ans M
P17 BMD 18 ans M P69 BMD 30 ans M
P18 DMD 8 ans M P70 BMD 18 ans M
P19 DMD 6 ans M P71 BMD 20 ans M
P20 DMD 10 ans M P72 BMD 9 ans M
P21 DMD 9 ans M P73 BMD 33 ans M
p22 BMD 11 ans M P74 DMD 14 ans M
P23 BMD 20 ans M P75 DMD 13 ans M
P24 DMD 15 ans M P76 BMD 21 ans M
P25 DMD 14 ans M P77 BMD 15 ans M
P26 DMD 9 ans M P78 BMD 20 ans M
p27 DMD 10 ans M P79 BMD 23 ans M
P28 BMD 20 ans M P80 DMD 12 ans M
P29 BMD 22 ans M P81 BMD 19 ans M
P30 BMD 14 ans M P82 BMD 16 ans M
P31 BMD 21 ans M P83 BMD 14 ans M
P32 DMD 7 ans M P84 DMD 10 ans M
P33 BMD 12 ans M P85 BMD 17 ans M
P34 DMD 7 ans M P86 BMD 15 ans M
P35 DMD 13 ans M P87 BMD 21 ans M
P36 DMD 4 ans M P88 BMD 16 ans M
P37 BMD 25 ans M P89 DMD 11 ans M
P38 DMD 12 ans M P90 BMD 10 ans M
P39 BMD 34 ans M P91 BMD 15 ans M
P40 DMD 14 ans M P92 BMD 18 ans M
P41 BMD 15 ans M P93 DMD 13 ans M
P42 BMD 19 ans M P94 BMD 15 ans M
P43 DMD 9 ans M P95 DMD 10 ans M
P44 BMD 13 ans M P96 DMD 10 ans M
P45 DMD 15 ans M P97 BMD 20 ans M
P46 BMD 31 ans M P98 BMD 13 ans M
P47 BMD 15 ans M P99 DMD 12 ans M
P48 BMD 12 ans M P100 BMD 11 ans M
P49 DMD 8 ans M P101 BMD 23 ans M
P50 BMD 10 ans M P102 DMD 12 ans M
P51 DMD 11 ans M P103 DMD 8 ans M
P52 BMD 16 ans M
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10.

11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

11.1.2.

Mode opératoire

Prélever 10 ml de sang total dans un tube avec anticoagulant.

Transférer le sang dans un tube de 50 ml.

Compléter a 40 ml avec la solution SLR, puis mettre les tubes dans la glace pendant 20
min.

Centrifuger a 3.000 tpm pendant 10 min, puis éliminer le surnageant constitué de
globules rouges lysés.

Répéter les deux précédentes étapes jusqu’a obtention d’un culot blanc.

Resuspendre le culot constitué de globules blancs dans 9 ml de solution SLB, puis
ajouter 1 ml de SDS 10% et 50 ul de Protéinsae K (20 mg/ml).

Incuber durant toute une nuit a 37°C sous agitation.

Ajouter le Phénol:Chloroforme:lsoamyl alcool (25:24:1) Volume/Volume et
homogénéiser par retournement pendant 5 min.

Centrifuger a 3.000 tpm pendant 15 min.

Transférer la phase supérieure dans un nouveau tube, puis ajouter le Chloroforme
Volume/Voiume et homogénéiser par retournement pendant 5 min.

Centrifuger a 3.000 tpm pendant 15 min, et transférer la phase supérieure dans un
nouveau tube.

Ajouter 2.5 Volumes d’Ethanol 100% et du NaCl a une concentration finale de 0.3 M.
Agiter délicatement par retournement jusqu’a apparition de la méduse d’ADN
Récupérer la méduse avec une pipette Pasteur et la transférer dans un microtube de 1.5
ml.

Laver avec 1 ml d’Ethanol 70%, deux a trois fois.

Sécher I’ADN a température ambiante.

Resuspendre I’ADN dans du tampon TE.

Conserver a +4°C.

Extraction d’ADN génomique total a partir de sang périphérique par la méthode
de relarguage salin (*'salting out™")

Principe

La méthode de relarguage salin ("salting out™) se base sur la propriété qu’a une

concentration saline a tres forte molarité de précipiter une grande partie des débris générés par
la lyse de la cellule. L’étape subséquente de précipitation de I’ADN par de I’éthanol permet
alors de précipiter I’ADN [Sambrook et al., 1989].

b.

Solutions

Solution de lyse des globules rouges (SLR) (10 mM Tris, pH 7.6, 5 mM MgCl,, 10
mM NaCl).
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12.

13.
14.
15.
16.

11.1.3.

Solution de lyse des globules blancs (SLB) (10 mM Tris, pH 7.6, 10 mM EDTA, pH
8.0, 10 mM NacCl).

SDS 10% (Sigma®) (détergent anionique).

Protéinase K (20 mg/ml) (Sigma®) (protéase ayant une forte activité protéolytique et
clivant les liaisons peptidiques entre les acides amingés).

NaCl 6 M.

Ethanol 100% (Sigma®).

Ethanol 70%.

Tampon TE (10 mM Tris, pH 7.6, 1 mM EDTA, pH 8.0).

Mode opératoire

Prélever 10 ml de sang total dans un tube avec anticoagulant.

Transférer le sang dans un tube de 50 ml.

Compléter a 40 ml avec la solution SLR, puis mettre les tubes dans la glace pendant 20
min.

Centrifuger a 3.000 tpm pendant 10 min, puis éliminer le surnageant constitué de
globules rouges lysés.

Répéter les deux précédentes étapes jusqu’a obtention d’un culot blanc.

Resuspendre le culot constitué de globules blancs dans 9 ml de solution SLB, puis
ajouter 1 ml de SDS 10% et 50 pl de Protéinsae K (20 mg/ml).

Incuber durant toute une nuit & 37°C sous agitation.

Ajouter 1 ml de NaCl 6 M et agiter vigoureusement pendant 15 sec.

Centrifuger a 3.000 tpm pendant 15 min a 4°C.

Transférer le surnageant dans un tube de 50 ml.

Ajouter 2.5 Volumes d’Ethanol 100% et melanger doucement par retournement
jusqu’a apparition de la méduse d’ ADN.

Récupérer la méduse avec une pipette Pasteur et la transférer dans un microtube de 1.5
ml.

Laver la méduse avec 1 ml d’Ethanol 70% puis éliminer I’éthanol.

Laisser sécher I’ADN a température ambiante.

Resuspendre I’ADN dans du tampon TE.

Conserver a +4°C.

Extraction d’ADN génomique total & I’aide du kit QIAmp DNA Mini Kit®
(Qiagen®)

Principe

Le kit d’extraction QlAamp DNA Mini Kit® (Qiagen®) permet I’extraction et la

purification de I’ADN génomique a partir de prélevements cliniques ou biologiques, entre
autres le sang périphérique total. Il est basé sur I’utilisation de tampons optimums pour lyser
completement le préléevement et augmenter I’adsorption sélective des acides nucléiques sur
une membrane dans une colonne composée de surfaces de silices (SiO;) ayant une
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remarquable affinité pour I’ADN. Aprés addition d’alcool, ’ADN est adsorbé par cette
membrane, alors que les contaminants passent a travers. Les inhibiteurs, tout comme les
cations divalents et les protéines, sont complétement éliminés par deux lavages successifs.
L’ADN est alors décroché de cette matrice par élution dans un tampon adéquat.

b. Solutions

- Tampon de lyse AL® (Qiagen®)

- Protéinase K (10 mg/ml) (Qiagen®)

- Ethanol 100% (Sigma®)

- Tampon de lavage AW1® (Qiagen®)

- Tampon de lavage AW2°® (Qiagen®)

- Tampon TE (10 mM Tris, pH 7.6, 1 mM EDTA, pH 8.0).

C. Mode opératoire

A I’échantillon ©, rajouter 200 pl de tampon de lyse AL®.

Rajouter 20 pl de Protéinase K et vortexer pendant 15 sec.

Incuber a 65°C pendant 1 heure.

Rajouter 200 pl d’Ethanol 100% et vortexer.

Déposer le mélange dans une colonne disposée sur un tube de collecte et centrifuger a

10.000 tpm pendant 1 min.

6. Placer la colonne sur un nouveau tube de collecte, y rajouter 500 pl de tampon de
lavage AW1® et centrifuger & 10.000 tpm pendant 1 min.

7. Placer la colonne sur un nouveau tube de collecte, y rajouter 500 ul de tampon de
lavage AW2° et centrifuger & 10.000 tpm pendant 3 min.

8. Placer la colonne sur un microtube de 1.5 ml, y rajouter 200 pl de tampon TE, laisser

incuber pendant 5 min & température ambiante et centrifuger a 10.000 tpm pendant 1

min

ISARENE A

™) L*échantillon utilisé peut étre 200 pl de sang périphérique total ou 200 pl d’un culot de
globules blancs resuspendus dans de I’eau distillée.

11.2.  Estimation de la concentration et de la qualité de I’ADN
a. Principe

Deux méthodes principales pour estimer la quantité et la qualité de I’ADN sont
utilisées [Sambrook et al., 1989] :

- La spectrophotométrie : L'acide nucléique et la plupart des macromolécules
biologiques étant incolores, elles ne manifestent aucune absorption dans la gamme visible du
spectre. En revanche, I'ADN montre une absorbance aux rayons ultraviolets (UV) spécifique,
avec un maximum a 260 nm et un minimum a 230 nm. La quantité de radiation ultraviolette
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absorbée par une solution d'ADN étant directement proportionnelle & la quantité d'ADN
contenue dans I'échantillon, le spectrophotométre a ultraviolet est donc utilisé pour quantifier
I'ADN, tandis que la qualité de l'extrait est évaluée en calculant la contamination par les
protéines et I’ARN.

- L’électrophorese sur gel d’agarose: C'est une méthode d'analyse et/ou de
purification de I'ADN au cours de laquelle des échantillons d'acides nucléiques sont déposés
dans un gel d'agarose immergé dans un tampon (TAE ou TBE) et mis a migrer sous l'effet
d'un champ électrique (I'ADN étant un polyanion). Le gel agit comme un tamis moléculaire
laissant passer plus facilement les petits fragments. L'ADN est visualisé en ajoutant du
bromure d'éthidium qui fluoresce en s'intercalant entre les bases d'ADN. La vitesse de
migration dépend, entre autres, de la taille de la molécule d’ADN. On peut ainsi, en utilisant
les marqueurs de taille (“ladders”) adéquats, déterminer la taille des molécules ou des
fragments présents dans un échantillon.

Dans le cadre de notre travail, nous avons quantifié et estimé la qualité des ADNs par
électrophorése sur gel d’agarose.

b. Solutions

- Tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) 1x (89 mM Tris, 89 mM Acide borique, 2 mM
EDTA, pH 8.0).

- Bromure d’éthidium (10 mg/ml) (Sigma®).

- Bleu de dép6t (0.05% Bleu de bromophénol, 60% Glycérol).

- ADN A (50 ng/pl) (Pharmacia®) (utilisé pour réaliser une gamme permettant d’évaluer

la concentration de I’ADN extrait).

C. Mode opératoire

1. Préparer un gel d’agarose a 0.8% dans du tampon TBE 1x supplémenté de bromure
d’éthidium & une concentration finale de 0.5 pg/ml.

2. Préparer les échantillons :

1 pl d’ADN génomique
+ 3 pl de Bleu de dépdt

+6 l,l| d’H,0
3. Préparer une gamme de concentration d'un ADN A a 100, 200 et 400 ng.
4, Déposer échantillons et gamme de concentration dans les puits, puis laisser migrer a
100 V pendant 30 min.
5. Réveéler 'ADN par exposition du gel sous rayons UV.
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11.3.  Recherche par PCRs multiplexes de délétions intragéniques dans le gene DMD
11.3.1. PCRs multiplexes ciblant le géne DMD
a. Principe

La PCR ("Polymerase Chain Reaction" ou Reéaction de Polymérisation en Chaine)
permet d'obtenir un grand nombre de copies d'un segment particulier d’ADN, nommé ADN
cible en utilisant deux amorces, courtes séquences d'ADN (18-24 nucléotides), qui s’hybrident
en des sites complémentaires situés en orientation inversée sur les deux brins de I'ADN et qui
encadrent la région que l'on veut amplifier. L'élongation des brins complémentaires a partir
des amorces est alors assurée par une enzyme de polymérisation thermorésistante, la Taq
polymérase dérivée d'une bactérie thermophile Thermus aquaticus et qui présente la propriéte
d'étre stable a la chaleur [Mullis et al., 1994].

La réaction PCR se déroule en un nombre répété de cycles (25-40), eux-mémes
composeés de trois étapes généralement:

- une dénaturation de I’ADN a haute température (15-60 sec a 95-96°C) conduisant a
la séparation des deux brins d'ADN.

- une hybridation des amorces spécifiques a une température dépendant de la
composition nucléotidique des amorces et de leur longueur (15-60 sec a 50-65°C).

- une élongation des brins d'ADN, effectuée a 72°C pendant 15 sec-2 min selon la
taille de la séquence a amplifier.

La PCR multiplexe est une variante de la PCR classique décrite ci-dessus, consistant a
amplifier simultanément plusieurs régions différentes de I’ADN en utilisant les couples
d’amorces correspondants.

Compte tenu des conditions d’amplification précises qui caractérisent ces
amplifications simultanées, une telle approche se révéle étre trés complexe, mais d’une trés
grande utilité lorsque I’on veut explorer un géne d’une grande taille ou composé d’une
multitude d’exons, comme cela est le cas pour le géne DMD (79 exons).

b. Solutions

- Tampon PCR (10x, Roche®)

- MgCl, (25 mM, Roche®)

- dNTPs (mélange équimolaire de dATP, dTTP, dGTP, dCTP, a 10 mM chacun,
Roche®)

- Amorces sens et reverse (Eurgentec®, voir plus loin)

- Taq polymerase (5 U/ul, Roche®)
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C. Mode opératoire

L’exploration des dystrophinopathies pour la recherche de délétions intragéniques
dans le gene DMD s’appuie sur I’observation que deux hots spots mutationnels, dénommés Xj
et P20, rendent compte d’une grande partie (~90%) de ces altérations moléculaires [Leturcq et
Kaplan, 2005].

Deux PCRs multiplexes indépendantes ciblent donc ces deux sites, permettant
d’explorer en globalité 19 exons: la PCR multiplexe de Chamberlain et al. (1988) et la PCR
multiplexe de Beggs et al. (1990).

La PCR multiplexe de Chamberlain et al. (1988) permet d’amplifier simultanément les
régions comprenant les exons 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 46, 48 et 51, alors que la PCR
multiplexe de Beggs et al. (1990) permet d’amplifier en méme temps les régions comprenant
le promoteur musculaire PM et les exons 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52 et 60.

1. Chacune des deux PCRs multiplexes a été réalisee dans un volume total de 50 pl
contenant :
- 250 ng d’ADN génomique
- 1.5 mM de dNTPS
- 25 pmol de chacune des amorces (sens et reverse) selon le pool
- 6.7 mM de MgCl,
- 5 U de Taq polymerase
- un tampon d’amplification 1x final
2. Les réactions PCR ont été réalisées dans un thermocycler programmé pour exécuter le
profil suivant :
PCR de Chamberlain - 94°C, 7 min
et al. (1988) - [94°C, 30 sec - 53°C, 30 sec - 65°C, 4 min ] 23x
- 65°C, 7 min
- 4°C, infini
PCR de Beggs - 94°C, 7 min
et al. (1990) - [94°C, 30 sec - 53°C, 30 sec - 65°C, 4 min ] 25x
- 65°C, 10 min
- 4°C, infini

11.3.2. Mise en évidence des profils d’amplification
a. Principe

Le contrdle des produits d'amplification sur gel d'agarose permet de s'assurer que la
PCR s'est déroulée correctement, permettant ainsi d’apprécier : (i) qu'il y ait effectivement un

produit d'amplification (dans notre protocole, 10 fragments pour la PCR multiplexe de
Chamberlain et al. (1988) et 9 pour celle de Beggs et al. (1990)), (ii) que ces fragments aient
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la taille attendue, (iii) qu'il n'y ait pas d'amplifications parasites ou de contaminants
[Sambrook et al., 1989].

b. Solutions

- Tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) 1x (89 mM Tris, 89 mM Acide borique, 2 mM
EDTA, pH 8.0).

- Bromure d’éthidium (10 mg/ml) (Sigma®).

- Bleu de dép6t (0.05% Bleu de bromophénol, 60% Glycérol).

- Marqueur de poids moléculaire 100-Base pair ladder (1 pg/ml) (Invitrogen®).

C. Mode opératoire

1. Préparer un gel d’agarose a 2.5% dans du tampon TBE 1x supplémenté de bromure
d’éthidium & une concentration finale de 0.5 pg/ml.

2. Préparer les échantillons :

30 pl de produit PCR
+ 10 pl de Bleu de dépot

3. Déposer les échantillons et le marqueur de poids moléculaire dans le gel et laisser
migrer & 100 V pendant 3-4 heures.
4, Révéler les produits d’amplification par exposition du gel sous rayons UV.

I11.4. Estimation de la taille et du poids moléculaire des protéines produites

La bioinformatique, branche multidisciplinaire récente de la biologie, permet de
disposer d’une quantité quasi-infinie de données biologiques, mais aussi et surtout d’analyser
une information biologique a travers des outils simples ou complexes, sans cesse améliorés.

Dans notre travail, nous avons eu a utiliser un de ces outils simples, SMS
Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/sms2/) qui permet de manipuler des
séquences, qu’elles soient nucléotidiques ou protéiques.

L’interface de ce logiciel permet notamment, a partir d’une séquence nucléotidique
(dans notre cas, celui du gene DMD), d’en réaliser la traduction pour en générer une
succession ordonnée d’acides aminés et estimer ainsi la taille de la protéine (en nombre
d’acides aminés et en poids moléculaire).

Elle permet alors, selon ce méme principe, d’estimer les mémes parameétres pour une

protéine mutée (tronquée ou pas) générée suite a une délétion intragénique affectant ce gene,
comme cela était le cas pour les patients que nous avons exploré.
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l. Analyse des données cliniques et généalogiques

Lors de notre travail, qui s’set déroulé au courant des années 2010 et 2011, nous avons
eu I’opportunité de disposer de plus d’une centaine de prélévements sanguins (103) réalisés a
partir de patients issus de familles indépendantes pour lesquels une suspicion clinique de
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) ou de Becker (BMD) avait été évoquée par leur
médecin traitant au niveau des Services de Neurologie des Centres Hospitalo-Universitaires
d’Alger Centre et de Ben Aknoun et de I’Etablissement Hospitalier Spécialisé Ali Ait Idir, et
qui nous avaient été deés lors adressés pour explorations moléculaires.

Etant donné que le but de nos analyses était d’explorer au plan moléculaire un panel
au minimum d’une centaine de patients DMD/BMD en vue d’essayer de mettre en évidence
une éventuelle corrélation phénotype-génotype, et ce a travers la recherche d’altérations
moléculaires au sein du gene DMD codant la dystrophine et responsable de ces deux types de
dystrophies, notre premier souci fut d’abord d’étre conforté dans la certitude du diagnostic de
dystrophinopathie (DMD ou BMD) soulevé par les médecins traitants.

Au fur et a mesure du recrutement des malades, nous n’avons ainsi retenu dans notre
étude que ceux pour lesquels un diagnostic clinique précis DMD ou BMD était mentionné, en
excluant ceux pour lesquels une étiquette clinique plus large de dystrophie musculaire
progressive (DMP) avait été suspectée.

Malgré la quantité d’informations cliniques limitée dont nous disposions a propos de
nos patients, nous avons tout de méme pu nous assurer que seuls des individus de sexe
masculin nous avaient été adressés, une condition nécessaire et en accord avec un mode de
transmission récessif et lié et chromosome X qui caractérise les dystrophies musculaires de
Duchenne/Becker.

D’autre part, le questionnaire établi lors des consultations au niveau des services
hospitaliers ne mentionnant pas une atteinte des parents, ni celle d’autres membres des fratries
(sceurs principalement), constituait autant d’arguments signant un mode effectivement récessif
et lié au chromosome X de la maladie qui ségrégeait dans les différentes familles d’ou étaient
issus les patients étudiés, bien que nous ne puissions toutefois pas totalement exclure que
certains malades puissent constituer des cas d’atteinte de novo et faisant alors que la maladie
qui les affecte est a transmission dominante (qu’elle soit autosomique ou liée au chromosome
X).

A titre d’exemple, nous illustrerons nos affirmations par un des arbres généalogiques
(Figure 16) dont nous disposions pour I’un de nos patients (P10) qui individualise bien :

(i) une atteinte horizontale, alors limitée a une fratrie et sans antécédents au cours des
générations antérieures
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(i1) une atteinte exclusive du sexe masculin, garcon lui-méme issu de parents non
atteints

(iii) I’absence d’une transmission pére-fils.

4o
| QQG%gQSQQG

w & 000 S50 0HO0
v Tm O

P10

I:] Individu sain de sexe masculin
O Individu sain de sexe féminin

Individu atteint de sexe masculin

Z Individu décédé de sexe masculin

nindividus detous sexes

l?’ Mariage consanguin

Figure 16. Arbre généalogique de la famille du patient P10, agé de 32 ans et de phénotype
clinigue BMD (dystrophie musculaire de Becker). I, 11, 111, IV, numéro de génération.
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En tout état de cause, nous avons ainsi posé comme postulat de départ que tous les
patients, objets de notre étude, avaient bien une atteinte de type dystrophie musculaire de
Duchenne (DMD) ou Becker (BMD), ce qui suggérait qu’ils porteraient des altérations
moléculaires au sein du gene DMD, responsable de ces deux types de dystrophinopathies.

A nos grands regrets, aucune analyse para-clinique : biochimique (dosage de créatine
kinase sérique, CK), électromyographique ou histologique n’était disponible, faute de leur
conduction en routine au niveau des structures nous ayant adressé les prélevements.

Ceci étant, ces tests n’auraient au mieux que permis de mettre en évidence une atteinte
musculaire au niveau cellulaire, comme auraient pu le montrer des coupes histologiques du
muscle touché, ou des anomalies au niveau de I’électromyogramme, ou un taux de CK élevg,
sans que ces résultats puissent cependant d’une quelconque maniére nous orienter vers un
type particulier de dystrophie musculaire progressive, surtout I’on connait la trés grande
hétérogénéité clinique, elle-méme sous-tendue par une grande hétérogénéité génétique, qui
caractérise ce type d’affections.

Bien que I’dge des patients dont nous disposions ne constituait pas I’age de début
d’apparition des symptémes de la maladie, ce qui nous aurait certainement orienté quant au
diagnostic clinique évoqué, la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) étant a
manifestation trés précoce avec une issue fatale survenant au cours de la deuxieme/troisieme
décade, comparativement & la dystrophie musculaire de Becker (BMD), plus tardive et
n’affectant pas systématiquement le pronostic vital, nous avons tout de méme pris avantage de
la disponibilité de ces ages considérés comme ages de premiére consultation pour essayer
d’en dégager une information différentielle DMD/BMD.

L’age moyen des 103 patients de notre panel était de 14,6 + 4,7 ans, un age compatible
avec les deux formes de dystrophinopathies si I’on considére que cet age traduit le moment
auquel le patient subit des génes musculaires telles qu’elles I’aménent a consulter, sans
omettre de souligner une période d’errance a laquelle le malade a peut-étre été confronté
jusqu’a aboutir dans un service spécialisé ou la consultation a enfin pu poser un diagnostic
adéquat.

Sur I’ensemble de nos malades, 44 (soit 42,72%) avaient un phénotype clinique de
DMD, contre 59 (soit 57,28%) de BMD, un déséquilibre en faveur de la dystrophie
musculaire de Becker que I’on pourrait simplement expliquer a ce stade de nos analyses par
une occurrence plus fréquente de cette forme de dystrophinopathie, ou alors en raison de la
létalité de la forme sévere de Duchenne qui fait que la forme atténuée de Becker se retrouve
plus fréqguemment chez les individus de sexe masculin alors en vie.

Pour ce qui concerne I’age moyen des patients de chacune des deux catégories DMD

et BMD, il était de 9,5 + 2,6 ans dans le premier cas et de 17,8 + 4,5 ans dans le deuxiéme,
individualisant ainsi une atteinte durant la premiere décade dans le cas de la DMD et durant la
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deuxiéme décade dans le cas de la BMD, tout au moins pour ce qui concerne notre panel de
patients.

Ces observations semblent tout a fait compatibles avec les données cliniques décrites
pour ces deux affections alléliques, soit une précocité et une sévérité de I’atteinte musculaire
chez nos malades DMD, par contraste avec des manifestations plus tardives dans le cas de
ceux BMD, bien que, nous le soulignerons encore, ces ages devraient étre considérés avec
précaution étant donné qu’ils ne rendent compte que de I’dge des patients au moment des
explorations cliniques et non du début d’apparition des symptémes de la maladie.

1. Extraction d’ADN génomique total a partir de sang périphérique

Nous avons eu a extraire les acides nucléiques dont nous avions besoin a partir du
sang périphérique des patients a travers trois protocoles différents, le premier étant la méthode
au phenol-chloroforme, le deuxiéme celle du relarguage salin (“salting-out”) et, enfin, le
troisiéme celle d’un kit d’extraction QlAamp DNA Mini Kit® (Qiagen®).

Nous ne nous attarderons nullement sur le principe propre a chaque méthode
d’extraction, mais soulignerons par contre les caractéristiques propres a chacune d’elles et
mettrons en avant les avantages et inconveénients de chacune dans le cadre du protocole
d’analyses diagnostique que nous avions a conduire.

En effet, la méthode au phénol-chloroforme est un protocole opératoire qui nous
permet de générer un acide nucléique d’une grande pureté. C’est d’ailleurs la méthode de
choix lorsque I’on veut disposer d’ADN apte a étre utilisé dans n’importe quelle technique de
biologie moléculaire. Il faut toutefois noter que c’est une technique longue, délicate et
fastidieuse, comparativement aux deux autres méthodes, avec de surcroit I’utilisation d’un
produit toxique pour I’expérimentateur, le phénol-chloroforme, dont la manipulation nécessite
de travailler dans des conditions contraignantes et dont I’élimination en temps que déchet doit
étre soumise a des conditions particulieres (contenants adéquats et incineration, notamment).

La technique d’extraction par relarguage salin (“salting-out™) réunit quand a elle les
avantages de la rapidité et de la simplicité de son exécution avec un minimum d’étapes,
I’utilisation d’un nombre restreint et non toxique de réactifs, faisant ainsi que cette méthode
se révele étre moins onéreuse. D’autre part, son exécution fait qu’elle permet d’obtenir des
acides nucléiques en quantité appréciable, avec I’inconvénient que cet ADN est pourtant de
qualité moindre si I’on s’en référe a celui obtenu par la méthode au phénol-chloroforme. Cette
derniére propriété est a prendre en considération lorsque 1’on sait que quelques techniques trés
fines de biologie moléculaire sont extrémement sensibles a la qualité de I’ADN (analyses
génomiques globales, microarrays, ...), voire, comme cela est le cas dans notre travail, la
réalisation d’amplifications géniques délicates et fortement tributaires de la source d’ADN
matriciel de départ.
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Nous avons fort heureusement pu montrer que tous les ADNs extraits par la technique
de relarguage salin s’adaptaient pleinement aux analyses moléculaires que nous voulions
accomplir.

D’autre part, au gré du déroulement de nos analyses moléculaires, nous avons parfois
eu a extraire de I’ADN a partir de sang total en fonction de la quantité initiale de ce matériel
source, puisque parfois I’age des patients n’avait pas permis d’obtenir suffisamment de ce
liquide biologique sur tube avec anticoagulant, soit dans certains cas a peine 1 ml de sang.
Cette contrainte nous exposait ainsi a un échec d’obtention d’ADN génomique total, alors
méme que cette étape conditionnait totalement la réalisation du protocole opératoire
subséquent.

L opportunité d’avoir disposé du kit d’extraction QlAamp DNA Mini Kit® (Qiagen),
réputé extrémement performant, nous a alors permis d’accomplir cette premiére étape cruciale
avec succes dans tous les cas, d’autant qu’il offrait également la possibilité de réaliser nos
extractions d’ADN directement sur du sang total, sans devoir disposer au préalable de
globules blancs seuls.

Cette propriété intrinseque du kit d’extraction utilisé nous a ainsi permis de parer aux
contraintes de disponibilité du précieux liquide biologique qui nous était parfois adressé par
les divers médecins traitants des centres hospitaliers, étant donné que I’étape de lyse des
globules rouges pouvait ainsi étre levée, minimisant ainsi au maximum les pertes de globules
blancs que cette étape pouvait occasionner.

D’autre part, bien qu’une extraction réalisée directement sur du sang total permettait
d’obtenir de I’ADN avec un rendement inférieur, comparativement a une extraction effectuée
uniquement sur des globules blancs, nous avons toutefois pu ultérieurement montrer que cela
n’affectait en rien les étapes ultérieures d’analyses moléculaires basées sur la PCR.

Le kit d’extraction que nous avons utilise, d’ailleurs au méme titre que tous les divers
types de kits d’extraction, est d’une extréme fiabilité, permettant d’aboutir facilement et
rapidement a un ADN de trés bonne qualité, en quantité suffisante et directement accessible
aux analyses de biologie moléculaire. Ces Kits permettent ainsi le plus souvent de disposer
d’un ADN directement resuspendu dans un tampon, contrairement aux deux méthodes que
sont les extractions au phénol-chloroforme ou par relarguage salin qui, elles, nécessitent un
certain temps (quelques jours) avant que I’ADN ne soit entiérement resuspendul.

Un des inconvénients majeurs des Kits d’extraction reste toutefois leur disponibilité,
largement tributaire des firmes qui les commercialisent, mais surtout leur colt extrémement
éleve.

Il faudra toutefois souligner que la méthode d’extraction d’ADN génomique total a

partir de sang périphérique par relarguage salin se révele étre d’une grande souplesse et d’une
grande adaptabilité, offrant I’opportunité d’utiliser une variabilité de sels pour la précipitation
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des méduses d’ADN (chlorure de sodium, ammomium acétate, potassium acétate, ...), aussi
bien que de détergents pour lyser les globules blancs (SDS, Tween, ...).

A titre simplement illustratif, la Figure 17 montre quantité et qualité des ADNs pour
quelques uns de nos patients, profils obtenus aprés électrophorése sur gel d’agarose 0,8% d’1
ul de suspension d’ADN en présence d’une gamme de concentration d’un ADN contr6le
lambda a 100, 200 et 400 ng, et ce selon les trois méthodes d’extraction utilisées : méthode au
phénol-chloroforme (puits 1 et 2), avec le kit d’extraction (puits 3 et 4) et par relarguage salin
(puits 5, 6 et 7). Ce gel atteste ainsi d’extraits de bonne qualité en raison de bandes uniques,
intenses et non dégradées), en sus de quantités suffisamment importantes, critéres qui
permettaient de nous conforter dans la réalisation de la suite de nos explorations moléculaires.

Ce qui demeurait cependant le plus important était I’étape cruciale des amplifications
géniques multiplexes, délicates et sensibles, et notre travail, comme nous le verrons plus loin,
a montré que tous nos ADNSs ont pu étre traités avec succes, permettant d’obtenir des profils
d’amplification pour I’ensemble des patients explorés.
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P:C Kit S-0 Gamme

1 2 3 4 5 6 7 Ao Azoo Aaoo

Figure 17. Estimation de la concentration et de la qualité des ADNs génomiques totaux
extraits par Phénol:Chloroforme (P:C) (échantillons 1 et 2), kit Qiagen® (Kit) (échantillons 3
et 4) et relarguage salin (S-O) (échantillons 5, 6 et 7) aprés électrophorése sur gel d'agarose
0.8% en présence de bromure d'éthidium (0.5 pg/ml). 1-7: ADNs génomiques extraits a a
partir des patients DMD/BMD; A1g0, A200, Aago: Gamme de concentration (Gamme). Le sens
de migration est haut > bas.
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I1l.  Amplifications geniques par PCRs multiplexes de régions ciblées dans le géne
DMD

La premiére étape de notre protocole diagnostique, nommément I’extraction de I’ADN
génomique total a partir du sang périphérique des patients, étant la condition sine qua none
qu’il nous fallait impérativement remplir, tant en quantité qu’en qualité, nous avons alors pu
aborder plus sereinement la suite de notre travail, qui consistait alors a cribler le gene DMD
responsable des dystrophinopathies DMD/BMD a la recherche d’altérations moléculaires qui
y siégeraient.

En effet, les dystrophies musculaires de Duchenne (DMD) et de Becker (BMD) sont
des formes alléliques de dystrophies et sont toutes deux dues a des altérations moléculaires
dans un méme géne, le gene DMD, qui code la protéine musculaire dystrophine, d’ou
d’ailleurs la dénomination de dystrophinopathies.

Le critéere distinctif entre DMD et BMD est clinique, la premiére forme se
caractérisant par une sévérité nettement plus prononcée et une apparition plus précoce de la
symptomatologie que la seconde, d’ou I’intérét de nos investigations moléculaires dont le but
était d’essayer de mettre en évidence une corrélation, avec I’espoir qu’elle soit différentielle.

Le géne DMD peut en fait étre le siege de plusieurs types de mutations que I’on
subdivise classiquement en trois grands groupes: des délétions intragéniques d’étendues plus
ou moins larges, affectant un ou plusieurs exons et rendant compte d’environ 65-70% des
mutations chez les patients DMD/BMD; des mutations de type duplications affectant des
portions plus ou moins larges du géne DMD et représentant pres de 5-10% des altérations
chez malades; et, enfin, de petites mutations pouvant concerner la totalité de la séquence
codante du gene, sans sites "hot-spot" particuliers, et comptant pour environ 20% des
mutations [Chamberlain et al., 1988; Beggs et al., 1990; Dalkilic et Kunkel, 2003; Leturcq et
Kaplan, 2005; Aartsma-Rus et al., 2006; Deburgrave et al., 2007].

En raison de son énorme taille, il est pourtant difficile et lourd d’explorer en totalité ce
géne, d’ou le choix de tester en priorité les altérations moléculaires les plus fréqguemment
rencontrées dans les deux types de dystrophies DMD et BMD, en I’occurrence les délétions
intragéniques qui, d’un point de vue génomique, siegent préférentiellement en deux sites
mutationnels "hot-spots”, Xj et P20, regroupant a eux deux 90% des altérations délétionnelles
intragéniques, englobant ainsi les exons 43 a 52 avec des points de cassure dans I’intron 44
pour le site P20, et des points de cassure fréquents dans I’intron 7 pour le site Xj) [Leturcq et
Kaplan, 2005; Oshima et al., 2009].

Nous avons pour notre part choisi de cibler spécifiquement ces deux sites en
amplifiant plusieurs exons simultanément, a travers deux amplifications PCRs multiplexes,
celle décrite par Chamberlain et al. (1988) (que I’on désignera PCR de Chamberlain)
permettant d’amplifier les exons 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 46, 48 et 51, et celle décrite par
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Beggs et al. (1990) (qu’on nommera PCR de Beggs) permettant d’amplifier une région du
promoteur musculaire PM et les exons 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52 et 60.

Pour chacune de ces deux réactions d’amplification multiplexes, un profil normal se
caracterisait par la présence du nombre de bandes attendues (soit 10 dans le cas de la PCR
multiplexe de Chamberlain et 9 dans le cas de celle de Beggs), fragments dont la taille
correspondait a celles indiquées en exemple et qui illustre la vérification de nos protocoles
d’amplification a partir d’individus contr6les normaux (individus 1 & 10, pour les PCRs C1 a
C10 de Chamberlain, et B1 a B10 de Beggs) (Figure 18). Ces gels obtenus aprés migration
électrophorétique sur gel d’agarose 2,5% traduisent ainsi la présence des produits
d’amplification attendus, a la bonne taille et sans aucune autre amplification parasite, de
surcroit en quantité suffisante pour apprécier distinctement la présence/l’absence d’un
amplificat.

En effet, I’absence de I’un ou plusieurs de ces produits d’amplification dans le panel
de malades que nous voulions analyser nous indiquerait alors une délétion intragénique du ou
des exons absents.

IV. Mise en évidence de délétions intragéniques dans le gene DMD dans notre panel
de malades

Les amplifications par PCRs multiplexes (de Chamberlain et de Beggs) que nous
avons obtenues pour I’ensemble de nos 103 patients a permis de montrer que 72 d’entre eux
(soit environ 70% des malades) présentaient une délétion intragénique affectant au moins un
des exons que nous avions ciblé (Figures 19, 20, 21, 22, 23, 24 et 25; Tableau V).

Sur ces 72 individus porteurs d’une délétion au sein du géne DMD, nous avons
constaté que 38 (soit environ 37% sur I’ensemble des malades testés) avaient un phénotype de
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) et 34 (approximativement 33% par rapport a
I’ensemble des patients) celui de dystrophie musculaire de Becker (BMD), soit a peu pres
autant d’un type que de I'autre (ratio de patients mutés DMD/BMD de 1,1).

Ramenés au nombre d’individus mutés selon chaque type de dystrophie musculaire,
ces chiffres étaient cependant assez différents, puisque dans notre panel, seuls 44 avaient un
phénotype de Duchenne contre 59 pour celui de Becker : 86% patients avec suspicion clinique
de DMD (38 sur 44) avaient effectivement une délétion d’au moins un exon dans le gene
DMD, contre seulement 56% (34 sur 59) pour ceux BMD.

Du point de vue des ages moyens des patients présentant une délétion intragénique
pour chacun de ces deux types de dystrophies musculaires, ils étaient de 9,8 + 2,6 ans pour les
patients DMD et 16,0 + 3,8 ans pour les malades BMD, ages ne différant pas
significativement de ceux calculés pour tous les patients avant analyse moléculaire (9,5 £+ 2,6
ans pour DMD et 17,8 £ 4,5 ans pour BMD), confirmant encore une atteinte suffisamment
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invalidante au cous de la premiére décade pour les patients DMD et durant la deuxiéme
décade dans le cas des malades BMD de notre panel.

Quant aux 31 malades ne présentant pas de délétions intragéniques (soit P1, P2, P6,
P8, P11, P13, P15, P17, P28, P29, P33, P37, P39, P41, P42, P45, P46, P59, P64, P65, P67,
P71, P73, P75, P76, P79, P81, P84, P87, P97 et P100) (soit environ 30%), 6 avaient un
phénotype DMD et 25 un diagnostic clinique BMD, soit quasiment 5 fois plus avec un tableau
clinique BMD comparativement a une forme sévere DMD, des résultats qui peuvent trouver
une explication dans le fait qu’un diagnostic pouvait étre beaucoup plus facilement posé pour
DMD que pour BMD en raison du tableau clinique plus frappant, d’ou les chiffres que nous
avons obtenus.
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Figure 18. Profils d’amplification obtenus a partir de contrdles normaux aprés électrophoreése
sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de Chamberlain et al. (1988)
(en haut) et de Beggs et al. (1990) (en bas). A droite de chaque gel sont indiqués les exons du
géne DMD amplifies. A gauche de chaque gel sont indiquées les tailles respectives des
produits amplifiés (en pb); C1-10: produits d’amplification de la PCR de Chamberlain a partir
d’individus contréles 1-10; B1-10: produits d’amplification de la PCR de Beggs a partir
d’individus contréles 1-10. Le sens de migration est haut>bas.
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Figure 19. Profils d’amplification obtenus & partir des patients P1 & P15 apres électrophorese
sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de Chamberlain et al. (1988)
(a gauche) et de Beggs et al. (1990) (a droite). A droite de chaque gel sont indiqués les exons
du gene DMD amplifiés. A gauche de chaque gel sont indiquées les tailles des fragments du
marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire (100-base-pair ladder); T:
Teémoin sain; P1-15: Patients 1 a 15. Les fleches rouges indiquent les exons manquants. Le
sens de migration est haut>bas.
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Figure 20. Profils d’amplification obtenus a partir des patients P16 & P30 apres
électrophorése sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de
Chamberlain et al. (1988) (a gauche) et de Beggs et al. (1990) (a droite). A droite de chaque
gel sont indiqués les exons du géne DMD amplifiés. A gauche de chaque gel sont indiquées
les tailles des fragments du marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire
(100-base-pair ladder); T: Témoin sain; P16-30: Patients 16 a 30. Les fleches rouges
indiquent les exons manquants. Le sens de migration est haut>bas.
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Figure 21. Profils d’amplification obtenus a partir des patients P31 & P45 apres
électrophorése sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de
Chamberlain et al. (1988) (a gauche) et de Beggs et al. (1990) (a droite). A droite de chaque
gel sont indiqués les exons du géne DMD amplifiés. A gauche de chaque gel sont indiquées
les tailles des fragments du marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire
(100-base-pair ladder); T: Témoin sain; P31-45: Patients 31 a 45. Les fleches rouges
indiquent les exons manquants. Le sens de migration est haut>bas.
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Figure 22. Profils d’amplification obtenus & partir des patients P46 & P60 apres
électrophorése sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de
Chamberlain et al. (1988) (a gauche) et de Beggs et al. (1990) (a droite). A droite de chaque
gel sont indiqués les exons du géne DMD amplifiés. A gauche de chaque gel sont indiquées
les tailles des fragments du marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire
(100-base-pair ladder); T: Témoin sain; P46-60: Patients 46 a 60. Les fleches rouges
indiquent les exons manquants. Le sens de migration est haut>bas.
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Figure 23. Profils d’amplification obtenus a partir des patients P61 & P75 apres
électrophorése sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de
Chamberlain et al. (1988) (a gauche) et de Beggs et al. (1990) (a droite). A droite de chaque
gel sont indiqués les exons du géne DMD amplifiés. A gauche de chaque gel sont indiquées
les tailles des fragments du marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire
(100-base-pair ladder); T: Témoin sain; P61-75: Patients 61 a 75. Les fleches rouges
indiquent les exons manquants. Le sens de migration est haut>bas.
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Figure 24. Profils d’amplification obtenus & partir des patients P76 & P90 apres
électrophorése sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de
Chamberlain et al. (1988) (a gauche) et de Beggs et al. (1990) (a droite). A droite de chaque
gel sont indiqués les exons du géne DMD amplifiés. A gauche de chaque gel sont indiquées
les tailles des fragments du marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire
(100-base-pair ladder); T: Témoin sain; P76-90: Patients 76 a 90. Les fleches rouges
indiquent les exons manquants. Le sens de migration est haut>bas.
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Figure 25. Profils d’amplification obtenus & partir des patients P91 a P103 apres
électrophorése sur gel d’agarose 2.5% des produits des deux PCRs multiplexes de
Chamberlain et al. (1988) (a gauche) et de Beggs et al. (1990) (a droite). A droite de chaque
gel sont indiqués les exons du géne DMD amplifiés. A gauche de chaque gel sont indiquées
les tailles des fragments du marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire
(100-base-pair ladder); T: Témoin sain; P91-103: Patients 91 & 103. Les fleches rouges
indiquent les exons manquants. Le sens de migration est haut>bas.
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Tableau V. Tableau récapitulatif des délétions intragéniques mises en évidence chez nos patients DMD/BMD et étendue de la délétion observée.
P3-103: Patients 3 a 103. Les cases en rouge indiquent les exons ciblés par la PCR de Beggs et al. (1990). Les cases en bleus indiquent les exons
ciblés par la PCR de Chamberlain et al. (1988). Les cases en gris affublées d’un signe (-) indiquent les exons délétés pour chaque patient. Les
régions PM, 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17 et 19 entourent le site mutationnel Xj. Les régions 43, 44, 45, 46, 47, 48, 50, 51, 52, 60 entourent le site

mutationnel P20.

Régions ciblées par les PCRs multiplexes de Chamberlain et al. (1988) et de Beggs et al. (1990)
Patients

P3
P4
P5
P7
P9
P10
P12
P14
P16
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P30
P31
P32
P34
P35
P36
P38
P40
P43
Pas
Pa7
Pag
P49
P50
P51
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Régions ciblées par les PCRs multiplexes de Chamberlain et al. (1988) et de Beggs et al. (1990)
Patients

P52

P53

P54

P55

P56

P57

P58

P60

P61

P62

P63

P66

P68

P69

P70

P72

P74

P77

P78

P80

P82

P83

P85

P86

P88

P89

P90

P91

P92

P93

P94

P95

P96

P98

P99

P101

P102

P103

72 patients sur 103 (69,90%) mutés

9 patients sur 72 (12,50%) mutés en Xj

63 patients sur 72 (87,50%) mutés en P20
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V. Analyse moléculaire de I’étendue des délétions intragéniques identifiées dans le
géne DMD chez nos patients

L’ analyse des délétions intragéniques chez les patients qui en étaient porteurs a montré
que leur nature et leur étendue était tres hétérogéne, variant de I’absence d’un seul exon (cas
des patients DMD P19, P21, P24, P25, P26, P40, P49, P55, P57, P61, P69, P74, P80, P89,
P93, P95, P96, P99 ou P102 présentant des délétions respectives de I’exon 44, 51, 45, 45, 45,
45, 45, 44, 8, 43, 45, 45, 51, 45, 45, 44, 45, 46 ou 45, ou des individus BMD P4, P16, P22,
P44, P54 ou P58 présentant des délétions respectives de I’exon 50, 52, 13, 52, 51 ou 52)
jusqu’a un maximum de 32 exons (cas du patient P82 avec une délétion allant des exons 17 a
48, et pourtant avec un diagnostic clinique BMD) (Tableau VI).

L’étendue moyenne des délétions intragéniques que nous avons identifiées était alors
de 4 exons en moyenne, avec un maximum de patients (25, soit 35%) ayant une délétion d’un
seul exon, suivi de 10 (14%), 9 (13%), 6 (8%) et 7 (8%) montrant I’absence de 3, 4, 2 et 8
exons respectivement.

En tenant compte du phénotype de dystrophinopathie soulevé, nous avons pu voir que
nos patients DMD montraient une étendue de délétions variant de 1 a 8, alors qu’était
observée une plus grande variabilité pour les malades BMD puisque ces derniers montraient
I’absence de 1 a 32 exons.

Les malades DMD avaient ainsi en moyenne une délétion de 3 exons, avec toutefois
une nette prédominance de délétions d’un seul exon (47% des patients DMD),
comparativement a une absence de 5 exons en moyenne chez les individus BMD, 82% d’entre
eux ayant une étendue de délétions variant de 1 a 5 exons.

A ce stade initial de I’analyse de I’ensemble de nos délétions, on pouvait toutefois
prudemment avancer qu’une plus grande homogénéité de taille de délétions caractérisait nos
patients DMD, contre une variabilité plus large pour les individus BMD.

Ce résultat qui fait que les plus grandes délétions intragéniques aient été caractérisées
chez les patients BMD était assez surprenant en ce sens que les protéines générées par ces
génes mutés seraient les plus affectées, entrainant pourtant un phénotype atténué de
dystrophie musculaire de Becker. Nous verrons plus tard que ce raisonnement simpliste
méritait une analyse plus détaillée.
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Tableau VI. Taille des délétions intragéniques identifiées chez I’ensemble de nos patients et
selon le phénotype de dystrophinopathie. DMD: dystrophie musculaire de Duchenne; BMD:
dystrophie musculaire de Becker.

Taille de la délétion Nombre total de Nombre de patients Nombre de patients
(nombres exons absents) patients (%) DMD (%) BMD (%)
1 25 (34,72%) 18 (47,37%) 7 (20,59%)
2 6 (8,33%) 1 (2,63%) 5 (14,71%)
3 10 (13,88%) 4 (10,53%) 6 (17,65%)
4 9 (12,50%) 1 (2,63%) 8 (23,52%)
5 4 (5,56%) 1 (2,63%) 3 (8,82%)
6 4 (5,56%) 4 (10,53%) -
7 2 (2,77%) 1 (2,63%) 1 (2,94%)
8 7 (9,72%) 7 (18 ,42%) -
9 1 (1,39%) - 1 (2,94%)
10 1 (1,39%) - 1 (2,94%)
12 1 (1,39%) - 1 (2,94%)
15 1 (1,39%) - 1 (2,94%)
32 1 (1,39%) - 1 (2,94%)
Total 72 (100%) 38 (100%) 34 (100%)
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VI.  Analyse moléculaire des sites de délétions intragéniques identifiées dans le gene
DMD chez nos patients

Bien qu’il semble que certains exons soient préférentiellement retrouvés délétés a
I’état individuel (cas des exons 44, 45 ou 46 dans le cas des malades DMD, ou de maniére un
peu moins évidente 52 pour les individus BMD), il semblerait toutefois que le site d’altération
puisse étre assez variable étant donné que les patients d’un type de dystrophie musculaire
pouvaient aussi bien étre mutés en amont qu’en aval (préférentiellement au-dela de 43, mais
aussi au niveau de I’exon 8, pour les malades DMD; surtout au-dela de 50, mais également au
sein de I’exon 13, pour les individus BMD).

Cette maniére de considérer les délétions individuellement est pourtant biaisée et
souffre du fait que toute I’étendue de la délétion n’est pas prise en compte dans sa totalité,
d’ou le fait de les analyser plus globalement.

Ainsi, en considérant la fréquence de chaque exon en tenant compte de I’ensemble des
délétions identifiées chez les malades, et ce qu’elle que soit I’étendue de ces délétions, il
ressort ainsi que les exons retrouvés le plus fréquemment délétés étaient les exons 45, 46, 47,
48, 50, 51 et 52 avec un nombre respectif de 28, 22, 22, 30, 30, 26 et 22 fois (correspondant &
des fréquences de délétion de 12,90, 10,14, 10,14, 13,82, 13,82, 11,98 et 10,14%
respectivement), un résultat qui met bien en avant le fait que la région la plus fréqguemment
altérée par les délétions intragéniques dans notre panel de malades était le site P20 distal
(Tableaux V et VII).

Plus en détail, lorsqu’était uniquement considérés les patients DMD, ce sont
également ces mémes exons qui étaient le plus fréquemment ciblés par des délétions, soit 45,
46, 47, 48, 50, 51 et 52 avec des occurrences respectives de 20, 14, 14, 18, 18, 11 et 8 fois
(pour des fréquences de délétion relatives de 17,70, 12,30, 12,30, 15,90, 15,90, 9,73 et 7,08%
respectivement), quasiment de la méme maniére pour les individus BMD avec atteinte
préférentielle des mémes exons 8, 8, 8, 12, 12, 15 et 14 fois (pour des fréquences relatives
comparables de 7,69, 7,69, 7,69, 11,5, 11,5 14,4 et 13,4% respectivement).

En considérant uniquement les exons délétés 45, 46, 47, 48, 50, 51 et 52 dans cet
ordre, on remarquait toutefois que les fréquences de délétion étaient globalement
décroissantes dans le cas des malades DMD, contrairement aux patients BMD pour lesquels
ces chiffres étaient plutdt croissants, un résultat auquel on pouvait s’attendre étant donné que
dans les cas de phénotype DMD, ce serait plutét une protéine dystrophine beaucoup plus
raccourcie qui serait produite comparativement a celle retrouvée chez les individus BMD.

Cependant, de maniéere surprenante, nous avons constaté que les individus BMD
étaient beaucoup plus fréqguemment affectés en Xj : en considérant les exons 3, 4, 6, 8, 12, 13,
17 et 19, ces derniers étaient retrouvés délétes entre 2 et 4 fois (1,9 a 3,8%), contrairement aux
patients DMD, altérés au mieux 1 fois (0,8%). Cette donnée qui individualisait nos malades
BMD était assez intrigante car elle signifiait que I’altération en amont produirait une protéine
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extrémement raccourcie, non fonctionnelle ou carrément non existante, ce qui ne manquerait
pas de générer un phénotype extrémement sévere, a I’inverse de ce que nous observions. Nous
tenterons plus loin d’apporter une explication a ces observations et a ce raisonnement qui
manque quelque peu de justesse.

Nous avons enfin estimé que la possibilité qu’une délétion affecte I’un ou I’autre des
exons 45, 46, 47, 48, 50, 51 ou 52 était de 82,94% quel que soit le phénotype DMD ou BMD
considéré, une probabilité tres élevée qui se voyait encore augmenter lorsqu’était uniquement
considérés les patients DMD (91,15%) et a une fréquence moindre pour les individus BMD
(74,03%).

En considérant de maniere globale que les exons 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17 et 19 sont
regroupés autour du site Xj, alors que les exons 43, 44, 45, 46, 47, 48, 50, 51 et 52 sont
regroupés autour du site P20, il apparait clairement que quelle que soit la forme de
dystrophinopathie, 9 patients (soit 12,5%) étaient mutés en Xj proximal contre une majorité
de 63 (soit 87,5%) altérés en P20 distal

D’autre part, nous avons également pu constater dans notre panel de malades que
lorsque le site Xj était altéré, la longueur de la région délétée était relativement importante,
otant ainsi en moyenne 9 exons au géne DMD, tandis que pour le site en aval P20, les
altérations moléculaires étaient de moins grande importance avec seulement 3-4 exons en
moyenne, résultats qui s’accordent avec la constatation que nous avions fait auparavant et qui
montrait que le site P20 était plus sujet a des délétions individuelles d’exons.
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Tableau VII. Récapitulatif du pourcentage de délétion de chacune des 19 régions (PM et exons) testées par les deux PCRs multiplexes de
Chamberlain et al. (1988) et de Beggs et al. (1990) chez nos patients DMD/BMD. DMD: Dystrophie musculaire de Duchenne; BMD:
Dystrophie musculaire de Becker.

Régionsciblées | PM | 3 4 6 8 12 | 13 | 17 | 19 | 43 | 44 45 46 47 48 50 51 52 60 | Total
Nombre délétions | 4 4 4 5 3 3 3 2 3 5 28 22 22 30 30 26 22 1 217
Patients totaux
% délétion 0,00 | 1,84 | 1,84 | 1,84 | 2,30 | 1,38 | 1,38 | 1,38 | 0,92 | 1,38 | 2,30 | 12,90 | 10,14 | 10,14 | 13,82 | 13,82 | 11,98 | 10,14 | 0,46 | 100
Nombre délétions
e DD 0 1 1 1 1 0 0 0 0 2 4 20 14 14 18 18 1 8 0 113
% délétion 0,00 | 0,88 | 0,88 | 0,88 | 0,88 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,77 | 3,54 | 17,70 | 12,39 | 12,39 | 15,93 | 15,93 | 9,73 | 7,08 | 0,00 | 100
Nombre délétions
o e BID 0 3 3 3 4 3 3 3 2 1 1 8 8 8 12 12 15 14 1 104
% délétion 0,00 | 2,88 | 2,88 | 2,83 | 3,85 | 2,88 | 2,88 | 2,88 | 1,92 | 0,96 | 0,96 | 7,69 | 7,69 | 7,69 | 11,54 | 11,54 | 14,42 | 13,46 | 0,96 | 100
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VII.  Analyse moléculaire de I’effet des délétions intragéniques identifiées dans le gene
DMD chez nos patients

Sur la base de la séquence génomique du géne DMD codant la dystrophine humaine
(Référence dans la banque de données NCBI: NM_004006), nous avons pu reconstituer les
cadres de lecture des 79 exons qui constituent ce géne (soit, comme indiqué dans le Tableau
VI, en utilisant la dénomination internationale 1, 2 et 3 pour indiquer la phase de lecture du
codon pour chaque début et fin d’exon), ce qui nous a alors permis d’établir pour chaque
patient, en fonction de la délétion intragénique qu’il présentait, si cette derniere entrainait un
décalage du cadre de lecture ou pas.

Nous avons pu individualiser trois catégories de patients :

(i) ceux pour lesquels la delétion intragénique était précisement bordée en proximal et
en distal, comme cela est le cas du patient P3 présentant une délétion de 48 a 50 ou du malade
P88 montrant I’absence des exons 48 a 51.

(if) ceux pour lesquels la délétion intragenique caractérisée n’était bordée qu’en
proximal, comme cela est le cas du patient P7 auguel manquait les exons de 48 a 52 ou de
I’individu P9 ayant une délétion des exons 45 a 52, avec, pour les deux, présence de I’exon 60
mais sans savoir quels autres exons étaient absents entre 52 et 60 du fait que ces régions
n’étaient pas testées par nos deux PCR multiplexes.

(iii) ceux pour lesquels la délétion intragénique identifiée était bordée en distal,
comme cela était le cas pour le patient P20 avec une délétion allant des exons 43 a 50 ou du
malade P61 ayant une délétion de I’exon 43, sans savoir quels autres régions étaient altérés
entre les exons 19 et 43, du fait qu’ils n’étaient pas testés par notre protocole opératoire.

Une fois cette premiere étape de bordure des extrémités des délétions intragéniques
pour chaque patient réalisée, nous étions alors en mesure de caractériser I’effet que chaque
altération moléculaire avait causé, soit par exemple :

(i) dans la premiére catégorie : un décalage du cadre de lecture dans le cas du patient
P3 (délétion de 48 a 50), la phase de lecture passant a 47(3-3)-51(2-3), contrairement a
I’individu P88 (délétion 48 a 51) ou la phase de lecture 47(3-3)-52(1-1) était conservée. Dans
le premier cas, une protéine tronquée constituée des acides aminés seulement codées par les
47 premiers exons était générée (un codon Stop prématuré apparaissant dans I’exon 51 alors
juxtaposé au 47), alors que dans le second était produite une protéine dystrophine a laquelle
mangquait uniquement la région protéique codée par les exons 48 a 51.
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Tableau VI1II. Tableau récapitulant I’effet sur le cadre de lecture du gene DMD des délétions intragéniques caracterisées chez nos patients. P3-103:
Patients 3 a 103; DMD/BMD: Dystrophie musculaire de Duchenne/Becker; (1 1),(1-2),(1-3),(2-3),(3-3): Phases de lecture; aa: aC|des amlnes PM:
Poids moléculaire; KDA: kDaltons. (?) indique que la délétion intragénique n’est pas précisément caracterisée (“a partir de" ou "jusqu’a” quel exon)

Patient Délétions des exons Phénotype clinique Phase lecture exons bordants Effet sur le cadre de lecture Nombre acides aminés, PM
P3 48,50 DMD 47(3-3)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2262 aa, 263.21 kDa
P4 50 BMD 49(1-3)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2408 aa, 279.88 kDa
P5 46,47,48,50 DMD 45(1-2)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2219 aa, 257.83 kDa
P7 48,50,51,52 BMD 47(3-3)...7...60(1-3) Au moins 47 premiers exons conservés 2304 aa, 267.82 kDa
P9 45,46,47,48,50,51,52 DMD 44(3-3)...7...60(1-3) Au moins 44 premiers exons conservés 2146 aa, 249.68 kDa
P10 50,51,52 BMD 49 (1-3)...7...60(1-3) Au moins 48 premiers exons conservés 2366 aa, 275.04 kDa
P12 52,60 BMD 51(2-3)...7...60(1-3) Au moins 51 premiers exons conservés 2514 aa, 291.63 kDa
P14 50,51 BMD 49(1-3)...52(1-1) Pas de décalage, partie interne absente 3571 aa, 414.03 kDa
P16 52 BMD 51(2-3)...7...60(1-3) Au moins 51 premiers exons conservés 2514 aa, 291.63 kDa
P18 45,46,47,48,50,51,52 DMD 44(3-3)... ?...60(1-3) Au moins 44 premiers exons conservés 2146 aa, 249.68 kDa
P19 a4 DMD 43(1-1)...45(1-2) Stop en 45 : Décalage 2112 aa, 244.82 kDa
P20 43,44,45,46,47,48,50 DMD ?...51(2-3) Au moins 19 premiers exons conservés 794 aa, 91.67 kDa
P21 51 DMD 50(1-1)...52(1-1) Stop en 52 : Décalage 2486 aa, 286.41 kDa
P22 13 BMD 12(1-3)...14(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3645 aa, 422.37 kDa
P23 8,12,13,17,19 BMD 7(3-1)...20(2-3) Pas de décalage, partie interne absente 3108 aa, 360.25 kDa
P24 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P25 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P26 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P27 45,46,47,48,50 DMD 44(3-3)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2154 aa, 250.70 kDa
P30 50,51,52 BMD 49 (1-3)...7...60(1-3) Au moins 48 premiers exons conservés 2366 aa, 275.04 kDa
P31 3,4,6,8,12 BMD 2(2-3)...13(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3222 aa, 373.63 kDa
P32 48,50 DMD 47(3-3)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2262 aa, 263.21 kDa
P34 45,46,47,48,50,51,52 DMD 44(3-3)...7...60(1-3) Au moins 44 premiers exons conservés 2146 aa, 249.68 kDa
P35 45,46,47,48,50 DMD 44(3-3)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2154 aa, 250.70 kDa
P36 45,46,47,48,50 DMD 44(3-3)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2154 aa, 250.70 kDa
P38 48,50 DMD 47(3-3)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2262 aa, 263.21 kDa
P40 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P43 3,46 DMD 2(2-3)...7(3-1) Stop en 7 : Décalage 66 aa, 7.91 kDa
P44 52 BMD 51(2-3)...7...60(1-3) Au moins 51 premiers exons conservés 2437 aa, 282.95 kDa
P47 48,50,51 BMD 47(3-3)...52(1-1) Pas de décalage, partie interne absente 3475 aa, 402.99 kDa
P48 45,46,47,48 BMD 44(3-3)...49(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3465 aa, 401.44 kDa
P49 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P50 48,50,51 BMD 47(3-3)...52(1-1) Pas de décalage, partie interne absente 3475 aa, 402.99 kDa
P51 47,48,50,51,52 DMD 46(3-3)...7...60(1-3) Au moins 46 premiers exons conservés 2254 aa, 262.19 kDa
P52 48,50,51,52 BMD 47(3-3)... ?...60(1-3) Au moins 47 premiers exons conservés 2304 aa, 267.82 kDa
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P53 46,47,48,50,51,52 DMD 45(1-2)...7...60(1-3) Au moins 45 premiers exons conservés 2205 aa, 256.39 kDa
P54 51 BMD 50(1-1)...52(1-1) Stop en 52 : Décalage 2486 aa, 286.41 kDa
P55 a4 DMD 43(1-1)...45(1-2) Stop en 45 : Décalage 2112 aa, 244.82 kDa
P56 51,52 BMD 50(1-1)...7...60(1-3) Au moins 50 premiers exons conservés 2437 aa, 282.95 kDa
P57 8 DMD 7(3-1)...9(1-3) Stop en 9 : Décalage 217 aa, 25.12 kDa
P58 52 BMD 51(2-3)...7...60(1-3) Au moins 51 premiers exons conservés 2437 aa, 282.95 kDa
P60 45,46,47,48,50,51,52 DMD 44(3-3)...7...60(1-3) Au moins 44 premiers exons conservés 2146 aa, 249.68 kDa
P61 43 DMD ?...44(3-3) Au moins 19 premiers exons conservés 794 aa, 91.67 kDa
P62 48,50 DMD 47(3-3)...51(2-3) Stop en 51 : Décalage 2262 aa, 263.21 kDa
P63 3,4 BMD 2(2-3)...5(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3628 aa, 420.36 kDa
P66 46,47 DMD 45(1-2)...48(1-3) Stop en 48 : Décalage 2220 aa, 258.29 kDa
P68 45,46,47,48,50,51,52 DMD 44(3-3)...7...60(1-3) Au moins 44 premiers exons conservés 2146 aa, 249.68 kDa
P69 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P70 48,50,51 BMD 47(3-3)...52(1-1) Pas de décalage, partie interne absente 3475 aa, 402.99 kDa
P72 6,8 BMD 5(1-3)...9(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3527 aa, 408.42 kDa
P74 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P77 45,46,47 BMD 44(3-3)...48(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3527 aa, 408.66 kDa
P78 45,46,47 BMD 44(3-3)...48(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3527 aa, 408.66 kDa
P80 51 DMD 50(1-1)...52(1-1) Stop en 52 : Décalage 2486 aa, 286.41 kDa
P82 17,19,43,44,45,46,47,48 BMD 16(1-3)...49(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 1983 aa, 228.57 kDa
P83 51,52 BMD 50(1-1)...7...60(1-3) Au moins 50 premiers exons conservés 2437 aa, 282.95 kDa
P85 46,47,48,50,51,52 BMD 45(1-2)...?...60(1-3) Au moins 45 premiers exons conservés 2205 aa, 256.39 kDa
86 51,52 BMD 50(1-1)...7...60(1-3) Au moins 50 premiers exons conservés 2437 aa, 282.95 kDa
88 48,50,51 BMD 47(3-3)...52(1-1) Pas de décalage, partie interne absente 3475 aa, 402.99 kDa
89 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
90 50,51,52 BMD 48 ou 49(1-3)...7...60(1-3) Au moins 48 premiers exons conservés 2366 aa, 275.04 kDa
91 48,50,51,52 BMD 47(3-3)... ?...60(1-3) Au moins 47 premiers exons conservés 2304 aa, 267.82 kDa
92 45,46,47,48 BMD 44(3-3)...49(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3465 aa, 401.44 kDa
P93 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
2(2-3)... 18(3-3) Stop en 18 : Décalage 34 aa, 4.21 kDa
P94 3,4,6,8,12,13,17 BMD - —
2(2-3)...19(1-1) Pas de décalage, partie interne absente 2952 aa, 342.55 kDa
P95 a4 DMD 43(1-2)...45(1-2) Stop en 45 : Décalage 2112 aa, 244.82 kDa
P96 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P98 45,46,47,48 BMD 44(3-3)...49(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3465 aa, 401.44 kDa
P99 46 DMD 45(1-2)...47(3-3) Stop en 47 : Décalage 2220 aa, 258.20 kDa
P101 45,46,47,48 BMD 44(3-3)...49(1-3) Pas de décalage, partie interne absente 3465 aa, 401.44 kDa
P102 45 DMD 44(3-3)...46(3-3) Stop en 46 : Décalage 2162 aa, 251.72 kDa
P103 45,46,47,48,50,51,52 DMD 44(3-3)...7...60(1-3) Au moins 44 premiers exons conservés 2146 aa, 249.68 kDa
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(ii) dans la deuxieme catégorie : pour le patient P7 la production d’une protéine
forcément raccourcie et constituée d’au moins la partie codée par les exons allant de 1 a 47 (le
malade étant délété de 48 a 52), de méme que I’individu P9 (délété de 45 a 52) avec une
protéine dystrophine raccourcie composé d’au moins les régions codées par les exons 1 a 44,
I’absence d’informations sur les délétions entre les exons 52 et 60 (exon présent) ne
permettant pas de savoir si un décalage du cadre de lecture survenait ou pas.

(iii) dans la troisieme catégorie : pour le patient P20 une incertitude liée au fait que
nous ne savions pas quels exons étaient délétés entre les exons 19 (présent chez le malade) et
43 (absent jusgqu’au 50) et qui nous permettait alors seulement de suggérer que la protéine
dystrophine était produite a partir d’au moins 19 exons (de 1 a 19), de la méme fagon que
pour le patient P61 (délétion de I’exon 43) ne nous donnait pas I’opportunité de connaitre
quelles autres régions étaient absentes entre les exons 19 et 43, nous permettant donc de poser
la méme hypothese quant a la génération de la protéine mutée.

Nous devons également préciser que la présence de cadres de lecture "in-frame" pour
certains exons non testés lors de nos PCRs multiplexes (comme cela est par exemple le cas
des exons 49(1-3) ou 5(1-3)) nous permettait avantageusement de connaitre avec précision
I’effet qu’avaient les délétions intragéniques identifiées chez les patients délétés autour de ces
exons.

L’outil bioinformatique utilisé (SMS Manipulation Suite), a permis pour chaque
patient :

(i) lorsqu’était bordée la délétion intragénique en distal et en proximal, caractériser
avec exactitude la position du codon Stop prématuré lorsqu’un décalage de lecture était créé
et ainsi identifier les quelques nouveaux acides aminés dans I’exon juxtaposé qui étaient
rajoutés a la protéine tronquée, ou alors connaitre la protéine mutée produite et seulement
tronquée des exons absents lorsque I’altération moléculaire n’entrainait pas de décalage du
cadre de lecture ("in-frame"), avec dans les deux cas I’estimation de la taille de la protéine
(séquence et nombre d’acides aminés, poids moléculaire) (voir Annexe).

(ii) lorsque nous ne disposions d’informations de bordure que d’un seul cété (que ce
soit en distal ou en proximal), estimer la taille minimale que la protéine devait avoir
(séquence et nombre d’acides aminés, poids moléculaire) (voir Annexe).

Nous noterons toutefois qu’en dépit de la disponibilité de données complétes sur la
séquence génomique du gene DMD codant la protéine dystrophine, une incertitude majeure
subsistait pour I’une des délétions intragéniques que nous avions caractérisée chez I’un de nos
patients, P94 (délétion 3 a 17). Un manque d’information, dd au fait que la présence de I’exon
18 (phase de lecture 3-3, donc "out-of-frame" ou décalante) n’était pas testée lors de nos
expériences d’amplification, ne nous permettant pas de savoir s’il était présent chez ce
malade, situation qui nous permettait des lors d’envisager deux possibilités exclusives aux
conséquences totalement différentes : la création d’un décalage du cadre de lecture, avec
production d’une protéine dystrophine mutée de taille insignifiante (34 acides aminés, 4,21
kDa), si cet exon était présent; ou la production d’une protéine seulement tronquée des
régions codées par les exons 3 a 18 (2952 acides aminés, 342,55 kDa), si I’exon 18 était
délété en plus des exons 3 a 17.
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Comme nous le verrons un peu plus loin, I’analyse globale de I’ensemble des résultats
obtenus pour I’effet des délétions intragéniques que nous avons observées, alliée aux
précieuses données que nous a procuré le puissant outil bioinformatique utilisé, nous a permis
pour ce patient P94 de pencher plutdt en faveur d’une de ces deux possibilités.

Tous les patients pour lesquels la délétion intragénique identifiée ne provoquait pas de
décalage du cadre de lecture au sein du géne DMD, aboutissant alors a la production d’une
protéine de taille raccourcie a laquelle manquait seulement la partie interne codée par les
exons délétés, avaient un phénotype atténué BMD, soit les malades P14, P22, P23, P31, P47,
P48, P50, P63, P70, P72, P77, P78, P88, P92 et P101 (pour lesquels une protéine de taille
minimale 360,25 kDa et constituée de 3108 acides aminés serait générée).

Cette regle, méme si elle n’est pas absolue, a un poids tel sur la prédiction du
phénotype de dystrophinopathie que méme une délétion intragénique de grande taille, telle
celle des exons 17 a 48 pour le patient P82, du fait qu’elle était "in-frame", n’occasionnait
qu’un phénotype de dystrophie musculaire de Becker malgré la taille réduite de la protéine
mutée générée (1983 acides aminés, 228,57 kDa).

Sur la base du méme principe, les patients P3, P5, P19, P24, P25, P26, P27, P32, P35,
P36, P38, P40, P43, P49, P55, P57, P62, P66, P69, P74, P80, P89, P93, P95, P96, P99 et P102
avaient quant a eux une délétion provoquant un décalage du cadre de lecture de la séquence
codante du géne DMD, produisant une protéine tronquée de taille raccourcie (de 66 a 2262
acides aminés, de 7,91 a 263,21 kDa) : dans ce cas, le phénotype qui était évoqué était par
contre sévéere DMD.

Il pourrait donc nous sembler a premiére vue que I’effet de I’altération moléculaire
(décalante ou pas) était prépondérant, sans que la taille et la constitution de la protéine mutée
ne puissent intervenir (a I’image de la protéine dystrophine qui serait produite chez le patient
P82 ayant une délétion de 32 exons, mais "in-frame").

Toutefois, si I’on considere les patients BMD P7, P10, P12, P16, P30, P44, P52, P56,
P58, P83, P85, P86, P90 et P91, ceux-ci présentaient des délétions intragéniques diverses et
variées (pourtant toutes au niveau du site distal P20) produisant une dystrophine mutée de
plus petite taille (de 2304 & 2514 acides aminés, de poids moléculaire 267,82 a 291,63 kDa),
alors que les malades DMD P9, P18, P20, P34, P51, P60, P61, P68 et P103 (tous également
altérés dans la région en aval P20) synthétiseraient une protéine de taille encore plus courte
(de 794 a 2254 acides aminés, de poids moléculaire 91,67 a 262,19 kDa), laissant poindre a
I’horizon une sorte de régle de taille "minimale™ de protéine dystrophine.

Cette observation nous permettait d’ailleurs d’avancer la suggestion suivante pour le
patient P94 : le phénotype évoqué étant BMD, il parait beaucoup plus probable que la
protéine dystrophine qu’il posséde soit partiellement fonctionnelle, condition ne pouvant étre
assurée avec une aussi petite protéine de 34 acides aminés : cet individu aurait ainsi une
protéine de 2952 acides aminés et de poids moléculaire 342,55 kDa et présenterait alors aussi
une délétion de I’exon 18, affirmation qui devrait néanmoins étre vérifiée au plan moléculaire
en testant par PCR I’absence de cet exon.
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Discussion

Bien que les malades nous aient été envoyés par des hdpitaux d’Alger, il faut toutefois
souligner que ces structures drainent un grand nombre de malades de toutes les régions
d’Algérie, probablement en raison de la disponibilité de meilleures compétences médicales et
de la disponibilité de services spécialisés, ce qui fait que I’origine géographique de notre
panel de patients pouvait étre assez représentative de I’ensemble du pays, tout au moins en ce
qui concerne I’affection que nous avons étudié.

Egalement, il faut noter que le grand nombre de patients atteints de dystrophies
musculaires que nous avons pu collecté atteste d’une forte prévalence de cette maladie au
niveau des services hospitaliers qui ont participé a cette étude, tout comme il traduit
certainement une fréquence élevée d’occurrence de cette affection héréditaire a travers tout le
territoire national.

Dans le cadre des analyses moléculaires que nous avions envisagé, nous nous sommes
retrouvés face aux atteintes neuromusculaires que sont les dystrophies musculaires, ce qui
aurait largement suggéré que les altérations cellulaires ou moléculaires que nous voulions
mettre en évidence puissent étre directement recherchées ou mises en évidence au siege méme
de cette atteinte, le muscle.

Il aurait pour cela fallu que nous disposions de morceaux de muscles pour chacun des
patients, prélevements qui peuvent ainsi étre obtenus suite a une petite opération chirurgicale
sous anesthésie locale, la biopsie musculaire.

Toutefois, ces biopsies auraient di étre réalisées de maniere correcte et uniforme au
niveau de tous les Services de Neurologie qui ont participé a ce travail, contrainte toutefois
mineure.

En fait, I’inconvénient majeur de la réalisation de biopsies musculaires est son
invasivité, générant ainsi des conditions de prélevement traumatisantes pour le malade, déja
souvent lui-méme affecté au niveau musculaire.

Le but de notre travail était d’ailleurs en partie de pouvoir proposer une alternative
simple, efficace, précise et la moins traumatisante pour le patient lui-méme, ainsi qu’en terme
de protocole opératoire proprement technique.

Prenant avantage de la nature héréditaire des dystrophies musculaires, I’analyse de la
molécule-reine qu’est I’ADN pourrait donc avantageusement se substituer a une analyse
protéique qui elle serait réalisée aprés une extraction de protéines a partir de biopsies
musculaires.

Nous avons donc opté pour la conduction de nos analyses moléculaires a partir
d’ADN, matériel génétique présent dans toutes les cellules qui constituent notre organisme.
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Le choix d’un simple prélevement de sang total était en outre dicté par la simplicité de
son obtention, la facilité de sa conservation et I’aisance de son transport (comparativement a
une biopsie musculaire qui, en plus de la délicatesse de sa réalisation et son invasivité pour le
patient, devrait étre immédiatement plongée dans de I’azote liquide et conservee puis
transportée dans ce liquide si I’on veut pouvoir en extraire et analyser les protéines de maniére
idoine).

Egalement, nous nous sommes orienté dans la voie de réalisation d’un diagnostic
pouvant étre mis en place en routine, avec le plus de simplicité et le moins de lourdeur
possible, dans le contexte actuel que peut étre un laboratoire de biologie moléculaire dans
notre pays.

A travers un simple prélevement sanguin s’offrait a nous toute une panoplie de
méthodes d’extraction d’ADN, différant tant dans leur principe que dans la nature du produit
d’extraction final, le but escompté n’étant pas de les comparer ou d’estimer précisément les
données quantitatives et qualitatives de I’acide nucléique extrait, mais plutt de nous adapter
aux contraintes de disponibilité de certains réactifs ou consommables et ainsi d’apprécier que
chacune d’elle pouvait en fait avantageusement étre remplacée par I’autre si nécessité s’en
faisait ressentir.

Nous avons ainsi accordé une attention toute particuliéere a la qualité des ADNs
extraits par le relargage salin (salting-out), en prenant soin de les tester au préalable jusqu’au
bout de notre protocole opératoire. Des échecs, méme partiels, d’aboutissement de ce
protocole nous auraient ainsi limités dans notre protocole d’extraction d’ADN, qui se serait
ainsi vu écarter dans une optique d’exécution en routine.

Les amplifications par PCRs multiplexes que nous avons obtenues en analysant notre
panel de 103 patients a permis de montrer que prés de 3/4 d’entre eux présentaient une
délétion intragénique affectant au moins un des exons du gene DMD, permettant des lors de
poser un diagnostic moléculaire de dystrophinopathie et ainsi de confirmer le diagnostic
clinique évoqué pour ces patients, et ce qu’elle que soit I’étendue de la délétion caractérisée.

Néanmoins, les différences de fréquence d’occurrence de délétions selon le type de
dystrophinopathie que nous observées (86% pour DMD et 56% pour BMD) pourraient
trouver en partie une explication sur la base méme de I’étiquette clinique posée par les
médecins. En effet, la forme de dystrophie musculaire de Duchenne est une forme tellement
précoce et sévere que sa symptomatologie évoque facilement un diagnostic de DMD,
suspicion médicale qui se trouve alors facilement confirmée en mettant en évidence des
délétions intragéniques dans le géne DMD. Pour la forme de dystrophie musculaire de
Becker, ses symptomes cliniques moins séveres et plus tardifs peuvent parfois entrainer une
confusion quant a [I’établissement d’un diagnostic précis, compte tenu de la grande
hétérogénéité clinique qui caractérise les dystrophies musculaires progressives et qui fait que
les symptomatologies se chevauchent aisément avec I’impossibilité de poser un diagnostic de
certitude : d’autres formes de dystrophies musculaires peuvent ainsi étre responsables du
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phénotype observé chez les patients, formes alors non liées au géne DMD, d’ou I’absence de
mise en évidence de délétions intragéniques dans ce géne.

A ces explications, vient également s’ajouter d’autres données moléculaires et
opératoires a considérer. En effet, il faut savoir que nous n’avons ciblé qu’une partie des
exons du géne DMD a travers les PCRs multiplexes de Chamberlain et de Beggs, d’ou
I’éventualité que des mutations de type délétionnelles siegent en d’autres positions du gene
que nous n’explorons pas a travers notre protocole.

Toutefois, les deux sites, Xj et P20, que nous explorons par nos deux PCRs
multiplexes permettent de rendre compte d’environ 90% des délétions intragéniques
observées chez les malades DMD/BMD [Leturcq et Kaplan, 2005; Oshima et al., 2009],
donnée moléculaire qui ne permet dés lors pas d’expliquer la différence de présence de
délétions intragéniques entre nos patients DMD et ceux BMD.

Egalement, nous ne pouvons pas exclure que d’autres types d’altérations moléculaires
puissent affecter le gene DMD chez nos patients : il peut en effet étre la cible d’altérations de
type duplications emportant des portions variables du gene, mais également de mutations
ponctuelles affectant sa séquence codante ou les jonctions introns-exons [Leturcq et Kaplan,
2005; Aartsma-Rus et al., 2006; Deburgrave et al., 2007]. Ces mutations représentent
toutefois respectivement 10% et 20% seulement des mutations retrouvées chez les patients
DMD/BMD et ne sauraient a elles seules expliquer cette différence d’occurrence de délétions
intragéniques entre patients DMD et BMD.

Pour les autres patients (1/4) pour lesquels nous n’avons pas pu identifier de délétions
intragéniques dans les exons du géne DMD que nous avons exploré, hormis le fait que des
étiquettes cliniques DMD/BMD aient été posées par les médecins traitants, on pourrait
toutefois apporter les possibilités suivantes, qu’il serait utile de vérifier, notamment par des
explorations cliniques plus poussées ou des investigations moléculaires plus approfondies :

(i) les patients pourraient porter d’autres délétions intragéniques dans le gene DMD,
différentes de celles que nous avons testé par les deux PCRs multiplexes de Chamberlain et
al. (1988) et de Beggs et al. (1990), délétions qu’il conviendrait peut-étre de rechercher dans
le cadre de la mise au point d’autres PCRs multiplexes.

(ii) les malades pourraient avoir un type de mutation différent de celui des délétions
intragéniques, soit des altérations de type duplication ou de petites mutations ponctuelles,
mutations que notre protocole opératoire ne permet pas d’individualiser mais que I’on pourrait
alors rechercher par Southern blot pour les premiéres ou par séquencgage pour les deuxiemes.

(iii) les individus atteints auraient un autre type de dystrophie musculaire progressive
qui partagerait certains, voire tout, les symptdmes cliniques d’une autre dystrophie
musculaire, ou alors auraient carrément une affection neuromusculaire différente ... d’ou
I’intérét de réaliser un examen ou un réexamen clinique détaillé et précis, rehaussé par des
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tests para-cliniques complémentaires. Ces autres dystrophies musculaires étant provoquées
par des mutations dans d’autres genes/protéines musculaires, cela suggere qu’il faudrait
dresser une liste de cibles potentielles a tester en priorité en fonction des besoins et moyens
disponibles dans notre pays, mais également en fonction d’études préliminaires qu’il faudrait
rapidement engager. Il faudrait alors adopter une stratégie de criblage globale, peut étre
"protéique", que ce soit par western blotting ou par immunohistochimie, ce qui permettrait
d’analyser le niveau d’expression des différentes protéines impliquées dans les dystrophies
musculaires, mettant alors en évidence des anomalies quantitatives de la (des) protéine(s)
déficiente(s) et révélant alors I’effet de ce(s) déficit(s) protéique(s) sur les protéines a laquelle
(auxquelles) elle(s) se lie(nt) normalement dans la fibre musculaire [Anderson et Davison,
1999]. Cette approche nécessiterait toutefois de disposer de sources de protéines musculaires
particuliéres dont nous avons discuté auparavant, soit des biopsies musculaires.

(iv) les patients présenteraient une dystrophie musculaire dont le locus/gene est encore
aujourd’hui inconnu, auquel cas il faudrait prendre avantage de la disponibilité de nos
familles pour I’identifier et le caractériser, notamment par des démarches d’analyse de liaison
et d’approches génes candidats.

Pour ce qui concerne I’étendue de délétions intragéniques identifiées dans le gene
DMD dans notre panel de patients, il en ressortait une apparente variabilité d’étendue plus
grande chez les patients BMD, observation toutefois due a la présence de quelques cas que
I’on qualifierait d’uniques, un seul cas ayant été retrouvé pour chacune des délétions de 7, 9,
10, 12, 15 et 32 exons, contrairement aux patients DMD montrant une plus grande
homogénéité de taille de délétions.

Cette constatation soulignait ainsi bien que I’étendue de la délétion caractérisée ne
pouvait en aucun cas expliquer pleinement les traits cliniques soulevés (DMD ou BMD), en
ce sens que la délétion d’un seul exon pouvait aussi bien étre responsable de I’une comme de
I’autre forme de dystrophinopathie, a tel point qu’une délétion tres étendue (patient P82)
entrainait méme un phénotype BMD.

Les sites de délétions intragéniques identifiées dans le géne DMD chez nos patients a
en outre montré qu’ils étaient variables et hétérogéne, que ce soit lorsqu’on considérait
I’ensemble des individus délétés ou seulement ceux DMD ou BMD.

Néanmoins, nous avons tout de méme pu observer une nette prédominance
d’implication du site P20 (qui se trouvait ainsi affecté dans quasiment 9 cas sur 10), alors que
le site en amont Xj comptait pour sa part pour environ seulement 1/10°™ des cas observés
dans notre panel, avec toutefois un résultat quelque peu non attendu de seulement 2 patients
DMD, mais de 7 patients BMD altérés au site en amont Xj.

Ces résultats semblant s’écarter quelque peu des données de la bibliographie, qui

mentionnent environ 30% de délétions intragéniques au niveau de la partie proximale Xj du
géne contre environ 70% plus distalement en P20 [Leturcq et Kaplan, 2005; Oshima et al.,
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2009], résultats que I’on ne pourrait sans doute approcher qu’a travers I’étude d’un nombre
plus élevé de malades atteints de dystrophinopathies.

Le fait que la région P20 soit plus fréqguemment affectée que la région Xj chez nos
malades a en fait d’importantes implications car elle permet de suggérer que c’est cette région
qui doit étre analysee en priorité dans la cadre d’une exploration moléculaire du gene DMD a
la recherche d’altérations intragéniques affectant ce gene.

Dans un souci d’efficacité, il serait donc louable d’entamer les explorations par la
recherche de délétions intragéniques au niveau de la région P20, 9/10°™ des patients délétés
de notre panel étant mutés en ce site.

En poussant plus loin ce méme principe de gain de temps et d’argent, nous pourrions
méme prendre avantage de I’observation que certaines séquences exoniques étaient plus
fréquemment touchées chez les patients de notre panel pour n’en cibler que certains
seulement, au lieu des 19 testés globalement.

Le fait que les exons 48 ou 50 soient par exemple délétés chez 30 patients (soit pres de
42%) laisse penser que tester I’'un ou I'autre de ces deux exons, et ce a travers une simple
PCR individuelle classique, permettrait de poser un diagnostic moléculaire de
dystrophinopathie par mise en évidence de délétions intragéniques chez 2/5°™ des malades,
alors que I’analyse des exons 45, 50, 51 et 52 pour la recherche de leur présence aurait permis
de mettre en évidence 59 patients délétés (soit 82%), mais pres de 94% pour les patients
uniquement mutés en P20. Egalement, 7 patients (78%) auraient été mis en évidence avec des
délétions en Xj en testant seulement la présence des exons 4 et 8.

L’analyse de la présence de seulement 6 exons (en I’occurrence 4, 8, 45, 50, 51 et 52)
parmi les 19 explorés aurait été suffisante pour confirmer qu’une délétion intragénique dans le
géne DMD était responsable de I’affection chez 65 malades (pres de 88% du total des malades
DMD et BMD), soulignant ainsi toute I’attention qu’il fallait porter a la présence/I’absence de
ces régions durant les procédures expérimentales, notamment la PCR multiplexe de
Chamberlain et al. (1988) qui semblerait étre la plus discriminante, les exons 4, 8, 45 et 51
qu’elle permet d’amplifier ayant permis d’identifier des délétions chez 54 patients (3/4 des
malades).

Les délétions intragéniques que nous avons caractérisées chez nos patients
DMD/BMD dans le géne DMD affectaient I’un des deux sites génomiques Xj ou P20, deux
régions qui se trouvent proches des domaines protéiques de la dystrophine impliqués dans
I’ancrage ou les interactions avec d’autres protéines musculaires (actine, dystroglycanes,
syntrophines, ... notamment).

Néanmoins, nous avons pu souligner que ni la présence d’une délétion intragénique

particuliére, ni son étendue, ni le site impliqué ne pouvaient a eux seuls rendre compte de la
variabilité du phénotype ou d’une corrélation phénotype/génotype.
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A plus forte raison, nous avons noté que les hot-spots altérés (Xj ou P20) ne pouvaient
a eux seuls constituer un bon marqueur, bien au contraire, pour poser et diriger totalement le
diagnostic phénotypique.

Un autre critére plus important, ou tout aussi important, devait ainsi étre considéré
pour permettre une meilleure discrimination entre les deux types de dystrophies musculaires
de Duchenne et de Becker : I’effet qu’a I’altération délétionnelle sur le cadre de lecture du
géne DMD et donc sur la protéine dystrophine mutée produite.

En effet, bien qu’il n'existe pas de corrélation nette entre I'étendue de la
délétion/duplication et la sévérité du trouble, en régle générale, les mutations qui affectent le
géne DMD entrainent soit un déficit complet de la production de dystrophine (dystrophie
musculaire de Duchenne), soit une altération de cette protéine qui la rend moins fonctionnelle
(dystrophie musculaire de Becker), largement déterminée par le cadre de lecture de ’ARNm
obtenu a partir de I’alléle délété. Une hypothése, qu’on appelle souvent I’ "hypothése du cadre
de lecture", propose en effet que les délétions qui altérent le cadre de lecture de ’ARNm de la
dystrophine génere une dystrophine non fonctionnelle et produit une dystrophie musculaire de
Duchenne sévere, alors que les délétions qui respectent le cadre de lecture peuvent produire
une dystrophine partiellement fonctionnelle présentant une délétion interne, provoquant alors
une dystrophie moins sévére de Becker. Bien que des exceptions aient été décrites, la régle du
cadre de lecture reste néanmoins confirmée dans plus de 90% des cas. Les mutations qui
semblent échapper a cette regle sont celles qui affectent les domaines de liaison de la protéine
et qui peuvent gravement affecter la fonction de celle-ci méme lorsque le cadre de lecture est
conservé. Il semblerait en outre que la terminaison prématurée de la traduction ait un impact
sur le taux d’ARNmM ou induirait une instabilité intra-nucléaire du transcrit, altérant ainsi son
transport vers le cytoplasme [Monaco et al., 1988; Koenig et al., 1989; Aartsma-Rus et al.,
2006].

Une délétion est donc en mesure de générer deux effets exclusifs sur le cadre de
lecture de la région codante totale du géne DMD : (i) soit créer un décalage du cadre de
lecture (“frameshift") avec génération en aval d’une terminaison prématurée de la traduction,
aboutissant alors a la synthése d’une protéine tronquée dont la fonctionnalité pourrait étre
appréciée selon le site affecté; ou (ii) préserver le cadre de lecture, produisant ainsi une plus
petite protéine & laquelle manquerait seulement une partie interne du produit final "wild-type"
normal, auquel cas il faudra s’atteler a circonscrire le site affecté et le mettre en relation avec
les interactions protéiques ou autres qui s’en trouveraient altérés [Hoffmann et al., 1987;
Monaco et al., 1988].

Gréce a I’outil bioinformatique, nous avons ainsi pu, pour chaque patient, estimer la
taille de la protéine mutée produite (nombre et nature des acides aminés, position du codon
Stop lors de la génération d’un arrét prématuré de synthese de protéine, poids moléculaire en
kDa), des données qui nous ont été trés utiles pour I’analyse de I’effet des altérations
moléculaires que nous avons identifié.
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En effet, la mise en évidence des conséquence des délétions intragéniques (décalage
ou pas du cadre de lecture) et des tailles attendues des protéines mutées produites ont permis
de dégager de nettes corrélations entre phénotype soulevé (dystrophie musculaire de
Duchenne, DMD, et de Becker, BMD) et génotype caractérisé par PCRs multiplexes (délétion
intragénique).

Tous les patients pour lesquels la délétion intragénique identifiée ne provoquait pas de
décalage du cadre de lecture au sein du géne DMD, avaient un phénotype atténué BMD, alors
que ceux qui avaient une délétion provoquant un décalage du cadre de lecture de la séquence
codante du gene DMD, avaient un phénotype sévére DMD.

Il suffirait ainsi qu’il y ait production d’une protéine méme plus petite pour ne
produire qu’une forme atténuée BMD, alors qu’une protéine mutée avec création d’un codon
Stop prématuré provoquerait une forme sévere DMD.

Cette affirmation suggeérerait donc que I’absence de certaines régions de la protéine
dystrophine pourrait avoir un effet mineur (occasionnant un phénotype atténué BMD), alors
que celle d’autres auraient un effet extrémement délétere (phénotype DMD).

Bien que cette assertion puisse partiellement étre corroborée par certaines de nos
données moléculaires, cette régle ne se trouvait pourtant pas toujours vérifiée pour certains de
nos patients.

En effet, bien que pour les patients P4 (délétion exon 50) et P54 (délétion exon 51), les
altérations aient un effet de décalage du cadre de lecture, le phénotype observé était atténué
BMD.

D’autre part, de maniére tout a fait inattendue, une méme délétion intragénique
(délétion de I’exon 51 avec décalage du cadre de lecture) générait deux phénotypes distincts
chez nos malades : P21 et P80 étant DMD, alors que P54 était BMD. De méme, pour les
patients P53 et P85 (délétion des exons 46 a 52), le premier ayant une forme DMD et le
second un phénotype BMD.

On pourrait simplement tenter d’expliquer cette observation par deux éventualités :
I’une clinique, qui laisserait entendre qu’une erreur de diagnostic ait été faite pour I’individu
P54 ou P85 qui aurait alors plutdt une forme sévere DMD (quoique son age de 20 ans serait
assez limite), ou alors BMD pour P54; I'autre génétique, qui suggererait que d’autres
altérations puissent siéger ailleurs (que ce soit dans la dystrophine ou pour d’autres protéines
musculaires) modulant ainsi le phénotype chez un individu malade.

Pour tous les autres individus pour lesquels les bordures des délétions intragéniques
n’ont pu étre délimitées avec precision en proximal et en distal, la taille de la protéine mutée
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générée s’est révélée une information clé, puisqu’il semblait alors qu’une taille minimale de
protéine soit nécessaire pour parer aux effets gravissimes qu’était la symptomatologie DMD.

Une explication plausible que I’on pourrait proposer pour expliquer cette notion
tiendrait au réle méme qu’a la dystrophine dans la fibre musculaire, réle mécanique assurant
I’intégrité des cellules musculaires lors du fonctionnement du muscle : une grande molécule
aux propriétés "élastiques” qui interagirait avec des complexes protéiques. Pour peu que ces
interactions protéiques ne soient pas trop altérés (auquel cas nous considérerions I’importance
de certains régions de la protéine, et par voie de conséquence certains exons du géne DMD),
la dystrophine doit conserver une taille suffisante pour assurer partiellement ce role.

Enfin, on peut également admettre que des altérations moléculaires affectant les autres

partenaires protéiques de la dystrophine dans le muscle puissent avoir un effet encore plus
délétere.
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Conclusion

Les techniques d’exploration des maladies neuromusculaires se sont considérablement
développées, rendant aujourd’hui I’étude des dystrophies musculaires pluridisciplinaire, avec
implication concertée des cliniciens, des anatomopathologistes et des biologistes
moléculaires.

A travers notre analyse de plus d’une centaine de patients atteints de
dystrophinopathies, dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) et dystrophie musculaire de
Becker (BMD), en criblant spécifiquement le gene DMD, nous avons pu souligner dans notre
population la forte prévalence de ces affections héréditaires lourdement handicapantes, voire
létales pour la forme la plus précoce et la plus sévere DMD, prés de 3/4 des individus de notre
panel de malades ayant des délétions intragéniques affectant au moins un exon du gene
exploré.

La caractérisation moléculaire précise de ces altérations par le biais d’une approche de
deux PCRs multiplexes a montré toute la puissance et la justesse de cette démarche,
soulignant par la-méme la forte occurrence de certaines altérations délétionnelles dans le géne
causatif DMD.

Bien que sommaires, les données que nous n’avons pas manqué de générer suite a nos
explorations contribueront ainsi @ une meilleure connaissance de la composante de notre
population vis-a-vis des affections extrémement invalidantes que sont les dystrophies
musculaires progressives, a la réalisation d’études épidémiologiques qui font cruellement
défaut (prévalence et fréquence des pathologies en Algérie, distribution géographique,
altérations moléculaires récurrentes, ..) et a I’identification de nouvelles altérations
moléculaires causatives.

En effet, la grande hétérogénéité des dystrophies musculaires qui se manifeste tant aux
points de vue clinique que génétique fait qu’il est nécessaire d’adopter une stratégie
diagnostique rapide et précise, permettant d’aborder efficacement le diagnostic moléculaire
des dystrophies musculaires, et particulierement les dystrophies musculaires de Duchenne
(DMD) et de Becker (BMD), affections pour lesquelles les familles se trouvent totalement
démunies et les enfants/adolescents qui en sont atteints finissent par sombrer dans une
déchéance qui, malheureusement, déteint sur tout I’entourage familial et social, posant en
outre de graves problemes de santé publique.

Notre approche constitue en ce sens une démarche simple et facile a mettre en ceuvre
en routine, suggérant méme que notre protcole opératoire devrait se faire séquentiellement en
recherchant d’abord en priorité certaines altérations moléculaires en ciblant d’abord
seulement quelques exons du géne DMD et également que les analyses bioinformatiques
revétaient toute leur importance quant au traitement des données générées par nos
investigations expérimentales.

Nous avons ainsi pu souligner que ni la présence d’une délétion intragénique
spécifique, ni son étendue, ni le site impliqué ne pouvaient a eux seuls rendre compte de la

108



Conclusion

variabilité du phénotype, DMD ou BMD, ou d’une quelconque corrélation
phénotype/génotype, et qu’il fallait ainsi considérer avec forte attention le critére discriminant
de I’effet potentiel de la mutation sur le cadre de lecture du géne DMD codant la protéine
dystrophine.

L’identification des exons altérés chez les patients de notre panel nous aura ainsi
permis, pour une grande partie d’entre eux, de délimiter les extrémités proximales et distales
affectées par les altérations moléculaires caractérisées initialement, permettant alors une
estimation de I’effet potentiel de ces délétions sur le cadre de lecture de la protéine
dystrophine, esquissant ainsi, toutes analyses confondues, une corrélation phénotype/génotype
offrant souvent I’avantage d’établir un diagnostic différentiel DMD/BMD.

Ces précieux résultats, méme s’ils méritent encore d’étre approfondis, que ce soit par
d’autres approches moléculaires ou par leur élargissement a un nombre plus important de
malades, permettent en outre de poser les jalons d’une meilleure prise en charge des malades,
mais également d’entrevoir la mise en place d’un diagnostic prénatal et d’un conseil génétique
fiable et précis a I’attention des familles qui en sont demandeuses.
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Annexe

Estimation (selon SMS Manipulation Suite) de la taille de la protéine dystrophine produite
(séquence et nombre d’acides aminés, poids moléculaire), normale ou mutée selon la délétion
intragénique caractérisée chez chacun de nos patients DMD/BMD. A, Alanine; C, Cystéine;
D, Acide aspartique; E, Acide glutamique; F, Phénylalanine; G, Glycine; H, Histidine; I,
Isoleucine; K, Lysine; L, Leucine; M, Méthionine; N, Asparagine; P, Proline; Q, Glutamine;
R, Arginine; S, Sérine; T, Thréonine; V, Valine; W, Tryptophane; Y, Tyrosine.

Protéine dystrophine normale (3685 acides aminés, 426.80 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE 1QQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAP1SPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE IEAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLELY
NQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEM
PSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLED INEM I 1KQKATMQDLEQRRPQLEEL I TAAQNLKNKTSNQEARTI ITDRIERIQNQWDEVQEHL
QNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITEN INASWRS IHK
RVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE I EAHTDVYHNLDENSQK ILRSLEGSDDAVLLQRRLDNM
NFKWSELRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP I GGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLETVR IFLTEQPLEGLEKLYQEPR
ELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEV IKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE I APLKENVSHVN
DLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERA ISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRF
SAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQUIINCLTTIYDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFKTGI ISLCKAH
LEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSI1QIPRQLGEVASFGGSN IEPSVRSCFQFANNKPE I EAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCNICK
ECP11GFRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTLINFWPVDSAPAS
SPQLSHDDTHSR IEHYASRLAEMENSNGSYLNDS ISPNES IDDEHLL IQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELER ILADLEEENRNLQAEYDRLKQQH
EHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL I AEAKLLRQHKGRLEARMQ ILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSD
SMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 48 a 50 (2262 acides aminés, 263.21 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY IADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREEIKIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLLRLLLW

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion de I’exon 50 (2408 acides aminés, 279.88 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA



Annexe

WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAPISPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE IEAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEIY
NQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKLLLRLLLW

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 46 a 50 (2219 acides aminés, 257.83 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY IADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE1DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKSSYSDCYSGDTTCGY

Protéine dystrophine mutée générée jusqu’aux 47 premiers exons (2304 acides aminés, 267.82 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY IADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQG ILKQLNETGGPVLVSAPISPEEQDKLENKLKQTNLQWIK

Protéine dystrophine mutée générée jusqu’aux 44 premiers exons (2146 acides aminés, 249.68 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
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KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLK

Protéine dystrophine mutée générée jusqu’aux 48 premiers exons (2366 acides aminés, 275.04 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH I ENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN 1 1LHWQVKNVMKN IMAGLQQTNSEK I LLSWVRQSTRNYPQVNV INFTTSWSDGLALNAL I HSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFN IARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAI QEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE I SNDVEVVKDQFHTHEGYMMDL TAHQGRVGN I LQLGSKL I GTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWL TKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSL THMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWAN I CRWTEDRWVLLQD I LLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNK I HTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQ ISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQI LVKHAQEELPPPPPQKKRQI TVDSE IRKRLDVD I TELHSWI TRSEAVLQSPEFAI
FRKEGNFSDLKEKVNA I EREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWI EFCQLLSERLNWLEYQNN I I AFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLK I CKDEVNRLSGLQPQ IERLKIQS I ALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSA IRTWVQQSETKLS
I1PQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE I SRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRK IQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDL SEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSV I AQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCK TLEEVWACWHEL LSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IR I LAQTL TDGGVMDEL I NEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHL IQESLTFIDK
QLAAY 1 ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ I DVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKM I LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMY IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNYLTEWLAATDMEL TKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ I SELNHRFAA ISHR IKTGKAS I PLKELEQFNSD I QKLLEPLEAE 1QQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR I TDERKREE I K I KQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDL LKCLDD 1EKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGL SEDGAAMAVEPTQ I QLSKRWRE I ESKFAQFRRLNFAQ I HTVREE TMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTE I THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID 1 IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD 1K I FNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDG I GQRQTVVRTLNATGEE I 1QQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IAS I PLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQG I LKQLNETGGPVLVSAP I SPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE I EAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEIY
NQPNQEGPFDVQ

Protéine dystrophine mutée générée jusqu’aux 51 premiers exons (2514 acides aminés, 291.63 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAP1SPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE IEAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEIY
NQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEM
PSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLED INEM I 1KQK

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 50 a 51 (3571 acides aminés, 414.03 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH I ENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLYNIGSTD IVDGNHKLT
LGL IWN 1 1LHWQVKNVMKN IMAGLQQTNSEK I LLSWVRQSTRNYPQVNV INFTTSWSDGLALNAL I HSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFN IARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKS LMY I TSLFQVLPQQVS IEAI QEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE I SNDVEVVKDQFHTHEGYMMDL TAHQGRVGN I LQLGSKL I GTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWL TKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSL THMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWAN I CRWTEDRWVLLQD I LLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNK I HTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQ ISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQI LVKHAQEELPPPPPQKKRQI TVDSE IRKRLDVD I TELHSW I TRSEAVLQSPEFAI
FRKEGNFSDLKEKVNA I EREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I I AFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLK I CKDEVNRLSGLQPQ IERLK I QS I ALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSA IRTWVQQSETKLS
1PQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE I SRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRK 1QNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSV I AQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCK TLEEVWACWHEL LSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IR I LAQTL TDGGVMDEL I NEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHL IQESLTFIDK
QLAAY 1 ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ I DVAQKKL QDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKM I LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMY IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKL SRKMRKEMNYLTEWLAATDMEL TKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDH I TKW I 1QADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ I SELNHRFAA ISHR IKTGKAS I PLKELEQFNSD I QKLLEPLEAE 1QQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR I TDERKREE I K I KQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDL LKCLDD IEKKLASLPEPRDERK I KE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGL SEDGAAMAVEPTQ I QLSKRWRE I ESKFAQFRRLNFAQ I HTVREE TMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTE I THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID 1 IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD 1K I FNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDG I GQRQTVVRTLNATGEE I 1QQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IAS I PLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQG I LKQLNETGGPVLVSAP I SPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE I EAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEIY
NQPNQEGPFDVQETE I AVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKATMQDLEQRRPQLEEL I TAAQNLKNKTSNQEART I 1 TDRIER 1QNQWDEVQEHLQNRRQQL
NEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDA 1QKK I TETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHM I TEN INASWRS I HKRVSEREA
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ALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE IEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSEL
RKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP IGGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPV IMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEER
AQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEVIKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE IAPLKENVSHVNDLARQLT
TLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERAISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAM
KLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMD ILQI INCLTT I'YDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFKTG I 1 SLCKAHLEDKYRY
LFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDS 1Q IPRQLGEVASFGGSNIEPSVRSCFQFANNKPE IEAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCNICKECPI IGF
RYRSLKHFNYD1CQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTL INFWPVDSAPASSPQLSHD
DTHSRIEHYASRLAEMENSNGSYLNDSISPNESIDDEHLL IQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQIL ISLESEERGELERILADLEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSP
LPSPPEMMPTSPQSPRDAEL IAEAKLLRQHKGRLEARMQILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGEEDL
LSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion de I'exon 52 (2514 acides aminés, 291.63 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE I1SRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREEIKIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAP1SPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE IEAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLELY
NQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGAS

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion de I'exon 44 (2112 acides aminés, 244.82 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY IADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD 1 QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGNSRMALGSGKLLSEH

Protéine dystrophine mutée générée jusqu’aux 19 premiers exons (794 acides aminés, 91.67 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNE

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion de I'exon 51 (2486 acides aminés, 286.41 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE



Annexe

EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSV I AQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCK TLEEVWACWHEL LSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IR I LAQTL TDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS 1QSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY 1 ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ I DVAQKKL QDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKM I LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMY IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKL SRKMRKEMNYLTEWLAATDMEL TKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDH I TKW I 1QADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ I SELNHRFAA ISHR IKTGKAS I PLKELEQFNSD I QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR I TDERKREE I K I KQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDL LKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGL SEDGAAMAVEPTQ I QLSKRWRE I ESKFAQFRRLNFAQ I HTVREE TMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTE I THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID 1 IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD 1K I FNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDG I GQRQTVVRTLNATGEE I 1QQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IAS I PLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQG I LKQLNETGGPVLVSAP I SPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE I EAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEIY
NQPNQEGPFDVQETE I AVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTT I GACNNAGFGTEASPVGRTHYRCPKFEK
QDQQSRG

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion de I'exon 13 (3645 acides aminés, 422.37 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLGDRWAN ICRWTEDRWVLLQD ILLKWQRLTEEQCLFSAWL
SEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEAWLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVM
ETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFA IFRKEGNFSDLKEKVNAIEREKAEKFRKLQDASRSAQALVE
QMVNEGVNADS IKQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I FAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQPTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQSIA
LKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLSIPQLSVTDYEIMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTV
KEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE 1 EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVFLKEEWPALGDSE I LKKQLKQCRLLVSD IQTIQPSLNSVNE
GGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLL
TESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNEVEFKLKTTENIPGGAEE ISEVLDSLENLMRHSEDNPNQIR
ILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHL IQESLTF IDKQLAAY IADKVDAAQMPQEAQKIQSDLTSHE I SLEEMKKHN
QGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQIVQKKQTENP
KELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQKE IEKQKVHLKS ITEVGEALKTVLGKK
ETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQKEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKL
VEPQISELNHRFAAISHRIKTGKASIPLKELEQFNSDIQKLLEPLEAE 1QQGVNLKEEDFNKDMNEDNEGTVKELLQRGDNLQQR I TDERKREE IKIKQQLLQTKHN
ALKDLRSQRRKKALEISHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERKIKE I DRELQKKKEELNAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQ IQLSKRWRE IESKFAQF
RRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKN IKDSLQQSSGRIDI IHSKKTAALQSATPVERVK
LQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD IKIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAKYKWYLKELQDG IGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDASI
LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKNILSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLKEKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAP ISPEE
QDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE IEAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSP IRNQLEI'YNQPNQEGPFDVQETE IAVQAKQPDVEE ILSKGQHLYKEKP
ATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQV IKSQRVMVG
DLED INEMI 1KQKATMQDLEQRRPQLEEL I TAAQNLKNKTSNQEART I ITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKE
GPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITEN INASWRS IHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVL
QDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE I EAHTDVYHNLDENSQK ILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLN IRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQ
LKDDELSRQAP IGGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKI
DETLERLQELQEATDELDLKLRQAEV IKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE I APLKENVSHVNDLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVR
QLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERA ISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQ
PMDILQEIINCLTT1YDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGR IRVLSFKTGI ISLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDS IQIPRQLGE
VASFGGSN IEPSVRSCFQFANNKPE I EAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCN ICKECP I IGFRYRSLKHFNYD I CQSCFFSGRVAKGHKMHYPMV
EYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTLINFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSRIEHYASRLAEMENSNGSYLNDSISPNES
IDDEHLLIQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELERILADLEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL IAEAKLLRQHKGR
LEARMQ ILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGK
PMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 8 a 19 (3108 acides aminés, 360.25 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDGVNADSIKQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQPTTPSEPTAIKSQLK ICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQSIALK
EKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLSIPQLSVTDYEIMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKE
MSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVFLKEEWPALGDSE I LKKQLKQCRLLVSD IQTIQPSLNSVNEGG
QKIKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTE
SVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNEVEFKLKTTENIPGGAEE ISEVLDSLENLMRHSEDNPNQIRIL
AQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHL IQESLTF IDKQLAAY IADKVDAAQMPQEAQK IQSDLTSHE I SLEEMKKHNQG
KEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMILDEVKMHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMVIKTGRQI'VQKKQTENPKE
LDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQKE IEKQKVHLKS ITEVGEALKTVLGKKET
LVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQKEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVE
PQISELNHRFAAISHRIKTGKASIPLKELEQFNSDIQKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNEDNEGTVKELLQRGDNLQQR I TDERKREE IK IKQQLLQTKHNAL
KDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE 1 DRELQKKKEELNAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQ IQLSKRWRE I ESKFAQFRR
LNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLEISYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGRIDI IHSKKTAALQSATPVERVKLQ
EALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAKYKWYLKELQDG IGQRQTVVRTLNATGEEI IQQSSKTDASILQ
EKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKNILSEFQRDLNEFVLWLEEADN IAS1PLEPGKEQQLKEKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAP ISPEEQD
KLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE IEAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEI'YNQPNQEGPFDVQETE IAVQAKQPDVEE ILSKGQHLYKEKPAT
QPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQV IKSQRVMVGDL
ED INEMI 1KQKATMQDLEQRRPQLEEL I TAAQNLKNKTSNQEART 1 ITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGP
YTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITEN INASWRS IHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQD
ATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE IEAHTDVYHNLDENSQK ILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLN IRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLK
DDELSRQAP1GGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLETVR IFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRK IDE
TLERLQELQEATDELDLKLRQAEV IKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE IAPLKENVSHVNDLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQL
HEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERAISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPM
DILQIINCLTT1YDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGR IRVLSFKTGI ISLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDS IQ IPRQLGEVA
SFGGSN IEPSVRSCFQFANNKPE I EAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCN ICKECP I IGFRYRSLKHFNYD I CQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEY
CTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTL INFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSRIEHYASRLAEMENSNGSYLNDSISPNESID
DEHLLIQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELER ILADLEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL IAEAKLLRQHKGRLE
ARMQ ILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPM
REDTM
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Protéine dystrophine mutée générée apres délétion de I'exon 45 (2162 acides aminés, 251.72 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKARRTKEYLVR ISKRFK

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 45 a 50 (2154 acides aminés, 250.70 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY IADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKLLLRLLLW

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 3 a 12 (3222 acides aminés, 373.63 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKVLGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCL
FSAWLSEKEDAVNK IHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEAWLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQ ISQAVTTTQPSLT
QTTVMETVTTVTTREQ ILVKHAQEELPPPPPQKKRQ ITVDSE IRKRLDVD ITELHSWITRSEAVLQSPEFA I FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSA
QALVEQMVNEGVNADS IKQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNNI TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQPTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLK
1QSIALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQTIFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYY
LSTTVKEMSKKAPSE I SRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRK IQNH IQTLKKWMAEVDVFLKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSL
NSVNEGGQKIKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEA
KVKLLTESVNSV IAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNEVEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDN
PNQIRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS1QSAQETEKSLHL IQESLTFIDKQLAAY I ADKVDAAQMPQEAQKIQSDLTSHE ISLEE
MKKHNQGKEAAQRVLSQ I DVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKM ILDEVKMHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKK
QTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKT
VLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDH ITKW I 1QADTLLDESEKKKPQQKEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGD
HCRKLVEPQISELNHRFAAISHRIKTGKAS IPLKELEQFNSD IQKLLEPLEAE1QQGVNLKEEDFNKDMNEDNEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREEIKIKQQLL
QTKHNALKDLRSQRRKKALE ISHQWYQYKRQADDLLKCLDD I EKKLASLPEPRDERK I KE IDRELQKKKEELNAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWREIES
KFAQFRRLNFAQ IHTVREETMMVMTEDMPLEISYVPSTYLTE ITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGR ID I HSKKTAALQSATP
VERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD IKIFNQWLTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE 1 1QQSSK
TDAS ILQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN ILSEFQRDLNEFVLWLEEADNIAS IPLEPGKEQQLKEKLEQVKLLVEELPLRQG ILKQLNETGGPVLVSAP
I1SPEEQDKLENKLKQTNLQW IKVSRALPEKQGEIEAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSP IRNQLE 1'YNQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEEILSKGQHL
YKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTT IGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQ
RVMVGDLED INEMI IKQKATMQDLEQRRPQLEEL ITAAQNLKNKTSNQEART 11 TDRIER IQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKL
ESWKEGPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITEN INASWRSIHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAET
TANVLQDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE IEAHTDVYHNLDENSQK I LRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQEL
LVWLQLKDDELSRQAP IGGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPV IMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSAD
WQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEVIKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE IAPLKENVSHVNDLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAV
EDRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERAISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNL
KQNDQPMDILQI INCLTT I'YDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFKTG I 1 SLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSIQIP
RQLGEVASFGGSNIEPSVRSCFQFANNKPE IEAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCNICKECP1 IGFRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKM
HYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTL INFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSR IEHYASRLAEMENSNGSYLNDS I
SPNES IDDEHLL IQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQIL ISLESEERGELERILADLEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL IAEAKLLR
QHKGRLEARMQ I LEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGR
NTPGKPMREDTM



Annexe

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 3 a 6 (66 acides aminés, 7.91 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKVDLVNIGSTDIVDGNHKLTLGL IWN 1 ILHWQARPF

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 48 a 51 (3475 acides aminés, 402.99 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTENIPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMEL TKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAPISPEEQDKLENKLKQTNLQWIKATMQDLEQRRPQLEEL I TAAQNLKNKTSNQEARTI ITDRIERIQNQWDEV
QEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDA I QKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITENINASWR
SIHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE I EAHTDVYHNLDENSQK ILRSLEGSDDAVLLQRR
LDNMNFKWSELRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP I GGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLY
QEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEV IKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE IAPLKENV
SHVNDLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERAISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLN
NVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQIINCLTT1YDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGR IRVLSFKTGI ISL
CKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDS I1QIPRQLGEVASFGGSN IEPSVRSCFQFANNKPE I EAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKC
NICKECP1 IGFRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTLINFWPVDS
APASSPQLSHDDTHSR IEHYASRLAEMENSNGSYLNDS ISPNES IDDEHLL IQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELERILADLEEENRNLQAEYDRL
KQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL I AEAKLLRQHKGRLEARMQ ILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGS
QTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 45 a 48 (3465 acides aminés, 401.44 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLML
EVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLED INEM I 1KQKATMQDLEQRRPQLEEL I TAAQNLKNKTSNQEART I ITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQ
LNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITENINASWRS IHKRVSERE
AALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE IEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSE
LRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP IGGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEE
RAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEV IKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE I APLKENVSHVNDLARQL
TTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERA ISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTA
MKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQIINCLTTIYDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGR IRVLSFKTGI ISLCKAHLEDKYR
YLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDS I1QIPRQLGEVASFGGSN IEPSVRSCFQFANNKPE I EAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCNICKECPIIG
FRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTLINFWPVDSAPASSPQLSH
DDTHSRIEHYASRLAEMENSNGSYLNDS ISPNES IDDEHLLIQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELER ILADLEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLS
PLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL I AEAKLLRQHKGRLEARMQ ILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGEED
LLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée jusqu’aux 46 premiers exons (2254 acides aminés, 262.19 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
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WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVK

Protéine dystrophine mutée générée jusqu’aux 45 premiers exons (2205 acides aminés, 256.39 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY IADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKR

Protéine dystrophine mutée générée jusqu’aux 50 premiers exons (2437 acides aminés, 282.95 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEADN IASIPLEPGKEQQLK
EKLEQVKLLVEELPLRQGILKQLNETGGPVLVSAPISPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE IEAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLELY
NQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGAS

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion de I'exon 8 (217 acides aminés, 25.12 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PED

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 3 a 4 (3628 acides aminés, 420.36 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKVDLVNIGSTDIVDGNHKLTLGL IWN I ILHWQVKNVMKN IMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWS
DGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNTARYQLG IEKLLDPEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEA1QEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQ
MHYSQQITVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQHLEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQ
FHTHEGYMMDLTAHQGRVGN ILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLNSRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLED
LKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKVLGDRWANICRWTEDRWVLLQD I LLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKD
QNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEAWLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHA
QEELPPPPPQKKRQITVDSE IRKRLDVD ITELHSWITRSEAVLQSPEFA I FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS IKQASE
QLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNNI TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQPTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVA
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FTNHFKQVFSDVQAREKELQTIFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQS
EFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRK IQNH IQTLKKWMAEVDVFLKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRL
ETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQE
ALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNEVEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDELIN
EELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQSIQSAQETEKSLHL IQESLTFIDKQLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE ISLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQ
KKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMILDEVKMHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNEL
GAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIA
VTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDH ITKW I 1QADTLLDESEKKKPQQKEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISH
RIKTGKAS IPLKELEQFNSD IQKLLEPLEAE1QQGVNLKEEDFNKDMNEDNEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREEIKIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALEILS
HQWYQYKRQADDLLKCLDD I EKKLASLPEPRDERKIKE IDRELQKKKEELNAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMM
VMTEDMPLEISYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGRID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNK
MYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD IKIFNQWLTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I 1 QQSSKTDASILQEKLGSLNLRWQEVCK
QLSDRKKRLEEQKN ILSEFQRDLNEFVLWLEEADNIAS IPLEPGKEQQLKEKLEQVKLLVEELPLRQG ILKQLNETGGPVLVSAP I SPEEQDKLENKLKQTNLQWIK
VSRALPEKQGEIEAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSP IRNQLE I'YNQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWK
AVNRLLQELRAKQPDLAPGLTT IGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLED INEMI 1KQKATMQ
DLEQRRPQLEEL ITAAQNLKNKTSNQEART I 1 TDRIER IQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKITETKQ
LAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITEN INASWRS IHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKGVK
ELMKQWQDLQGE IEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP 1 GGDFP
AVQKQNDVHRAFKRELKTKEPV IMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQEATDEL
DLKLRQAEVIKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE IAPLKENVSHVNDLARQLTTLG IQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGPASQHFL
STSVQGPWERAISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQUIINCLTTIYDR
LEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFKTG I 1 SLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSIQIPRQLGEVASFGGSNIEPSVRSCF
QFANNKPE IEAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCN I CKECP I IGFRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAK
VLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTL INFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSR IEHYASRLAEMENSNGSYLNDS ISPNES IDDEHLLIQHYCQSLNQ
DSPLSQPRSPAQILISLESEERGELERILADLEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL I AEAKLLRQHKGRLEARMQ ILEDHNKQLES
QLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 46 a 47 (2220 acides aminés, 258.29 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKEIDRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRFPELYLRNKEKLKLK

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 6 a 8 (3527 acides aminés, 408.42 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWNITLHWQ ITVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQHLEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDV
EVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGN ILQLGSKL IGTGKLSEDEETEVQEQMNLLNSRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPL
GPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKVLGDRWANICRWTEDRWVLLQD I LLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIH
TTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEAWLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQ
ILVKHAQEELPPPPPQKKRQ ITVDSE IRKRLDVD ITELHSWITRSEAVLQSPEFAIFRKEGNFSDLKEKVNA 1EREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS
TKQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNNT IAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQPTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFL
DADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQTIFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSEI
SRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRK IQNH IQTLKKWMAEVDVFLKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEP
EFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQA
PPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNEVEFKLKTTEN IPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGV
MDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQSIQSAQETEKSLHL IQESLTFIDKQLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE ISLEEMKKHNQGKEAAQRVLS
QIDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKM ILDEVKMHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALK
LHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQKE IEKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLL
NSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDH ITKW I 1 QADTLLDESEKKKPQQKEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHR
FAAISHRIKTGKAS IPLKELEQFNSD IQKLLEPLEAE1QQGVNLKEEDFNKDMNEDNEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREEIKIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRK
KALE ISHQWYQYKRQADDLLKCLDD I EKKLASLPEPRDERKIKE IDRELQKKKEELNAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTV
REETMMVMTEDMPLEISYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGR ID I lHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQ
WEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD IKIFNQWLTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE 1 QQSSKTDASILQEKLGSLNLR
WQEVCKQLSDRKKRLEEQKN ILSEFQRDLNEFVLWLEEADNIAS IPLEPGKEQQLKEKLEQVKLLVEELPLRQG ILKQLNETGGPVLVSAP I SPEEQDKLENKLKQT
NLQWIKVSRALPEKQGE I EAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSP IRNQLE I'YNQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLED
LSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTT IGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLED INEMI 1K
QKATMQDLEQRRPQLEEL ITAAQNLKNKTSNQEART I TDRIER IQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKK
ITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITEN INASWRS IHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLE
DSKGVKELMKQWQDLQGE IEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP
1GGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPV IMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQ
EATDELDLKLRQAEVIKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE IAPLKENVSHVNDLARQLTTLG IQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGP
ASQHFLSTSVQGPWERAISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQIINCL
TTIYDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFKTG I I SLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSIQIPRQLGEVASFGGSNIEP
SVRSCFQFANNKPE IEAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCN I CKECP I IGFRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGED
VRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTL INFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSR IEHYASRLAEMENSNGSYLNDS ISPNES IDDEHLLIQHY
CQSLNQDSPLSQPRSPAQIL ISLESEERGELERILADLEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL I AEAKLLRQHKGRLEARMQ ILEDH
NKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM
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Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 45 a 47 (3527 acides aminés, 408.66 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY IADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMEL TKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD1QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKVSRALPEKQGE I EAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSP IRNQLE I'YNQPNQEGPFDVQETE IAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLED
LSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTT IGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLED INEMI 1K
QKATMQDLEQRRPQLEEL ITAAQNLKNKTSNQEART Il TDRIER IQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKK
ITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITEN INASWRS IHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLE
DSKGVKELMKQWQDLQGE ITEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP
1GGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPV IMSTLETVRIFLTEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQ
EATDELDLKLRQAEVIKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGE IAPLKENVSHVNDLARQLTTLG IQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGP
ASQHFLSTSVQGPWERAISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQIINCL
TTIYDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFKTG I I SLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSIQIPRQLGEVASFGGSNIEP
SVRSCFQFANNKPE IEAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETAKHQAKCN I CKECP I IGFRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGED
VRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTL INFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSR IEHYASRLAEMENSNGSYLNDS ISPNES IDDEHLLIQHY
CQSLNQDSPLSQPRSPAQIL ISLESEERGELERILADLEEENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL I AEAKLLRQHKGRLEARMQ ILEDH
NKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPMLLRVVGSQTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 17 a 48 (1983 acides aminés, 228.57 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVYNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQETEIAVQAKQPDVEEILSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPWT
KETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLED INEM I 1KQKATMQDLEQRRPQLEEL I TAAQNLKNKTSNQEARTIITDRIERIQ
NQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDAI QKK TETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKVHMITEN
INASWRS IHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE IEAHTDVYHNLDENSQKILRSLEGSDDA
VLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP I GGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLETVRIFLTEQPLE
GLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEV IKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKALRGEIA
PLKENVSHVNDLARQLTTLGIQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERA ISPNKVPYY INHETQTTCWDHPKMTELYQ
SLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQUIINCLTTI'YDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFK
TG I ISLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSI1QIPRQLGEVASFGGSN IEPSVRSCFQFANNKPE I EAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRVAAAETA
KHQAKCNICKECP 1 IGFRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMETPVTLIN
FWPVDSAPASSPQLSHDDTHSR IEHYASRLAEMENSNGSYLNDS ISPNES IDDEHLL 1QHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELER ILADLEEENRNLQ
AEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL I AEAKLLRQHKGRLEARMQ ILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSDSSQPML
LRVVGSQTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 3 a 17 (34 acides aminés, 4.21 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKVGC

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion des exons 3 a 18 (2952 acides aminés, 342.55 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQ
QLEQMTTTAENWLKIQPTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQ IERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQET
MSAIRTWVQQSETKLS IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE I EGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQ
NHIQTLKKWMAEVDVFLKEEWPALGDSE I LKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVS
LQKDLSEMHEWMTQAEEEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACW
HELLSYLEKANKWLNEVEFKLKTTENIPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IR ILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQET
EKSLHLIQESLTFIDKQLAAY 1 ADKVDAAQMPQEAQKTQSDLTSHE ISLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMILDEVK
MHLPALETKSVEQEVVQSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAA
TDMELTKRSAVEGMPSNLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI 1
QADTLLDESEKKKPQQKEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKAS IPLKELEQFNSD IQKLLEPLEAEIQQ
GVNLKEEDFNKDMNEDNEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREE I KIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDER
K1KE IDRELQKKKEELNAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQL
LNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYDIKIFNQWLTEAE
QFLRKTQIPENWEHAKYKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKRLEEQKN I LSEFQRDLNEFVLWLEEAD
NTASIPLEPGKEQQLKEKLEQVKLLVEELPLRQG ILKQLNETGGPVLVSAP1SPEEQDKLENKLKQTNLQWIKVSRALPEKQGE IEAQ IKDLGQLEKKLEDLEEQLN
HLLLWLSP IRNQLE I'YNQPNQEGPFDVQETEIAVQAKQPDVEE I LSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAVNRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLV
TQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALADFNRAWTELTDWLSLLDQV IKSQRVMVGDLED INEM I I KQKATMQDLEQRRPQLEEL I TAAQNLKNKTSNQEARTIITD
RIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAEQVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKI TETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSADDTRKV
HMITEN INASWRS IHKRVSEREAALEETHRLLQQFPLDLEKFLAWLTEAETTANVLQDATRKERLLEDSKGVKELMKQWQDLQGE I EAHTDVYHNLDENSQK ILRSL
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EGSDDAVLLQRRLDNMNFKWSELRKKSLNIRSHLEASSDQWKRLHLSLQELLVWLQLKDDELSRQAP I GGDFPAVQKQNDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLETVRIFL
TEQPLEGLEKLYQEPRELPPEERAQNVTRLLRKQAEEVNTEWEKLNLHSADWQRKIDETLERLQELQEATDELDLKLRQAEV IKGSWQPVGDLL IDSLQDHLEKVKA
LRGE IAPLKENVSHVNDLARQLTTLG IQLSPYNLSTLEDLNTRWKLLQVAVEDRVRQLHEAHRDFGPASQHFLSTSVQGPWERAISPNKVPYY INHETQT TCWDHPK
MTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDILQIINCLTTIYDRLEQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRI
RVLSFKTG I 1 SLCKAHLEDKYRYLFKQVASSTGFCDQRRLGLLLHDS1QIPRQLGEVASFGGSN IEPSVRSCFQFANNKPE I EAALFLDWMRLEPQSMVWLPVLHRV
AAAETAKHQAKCNICKECP I IGFRYRSLKHFNYD ICQSCFFSGRVAKGHKMHYPMVEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMET
PVTLINFWPVDSAPASSPQLSHDDTHSR IEHYASRLAEMENSNGSYLNDS ISPNES IDDEHLL IQHYCQSLNQDSPLSQPRSPAQILISLESEERGELERILADLEE
ENRNLQAEYDRLKQQHEHKGLSPLPSPPEMMPTSPQSPRDAEL I AEAKLLRQHKGRLEARMQ ILEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAKVNGTTVSSPSTSLQRSD
SSQPMLLRVVGSQTSDSMGEEDLLSPPQDTSTGLEEVMEQLNNSFPSSRGRNTPGKPMREDTM

Protéine dystrophine mutée générée apres délétion de I'exon 46 (2220 acides aminés, 258.20 kDa)

MLWWEEVEDCYEREDVQKKTFTKWVNAQFSKFGKQH IENLFSDLQDGRRLLDLLEGLTGQKLPKEKGSTRVHALNNVNKALRVLQNNNVDLVNIGSTD IVDGNHKLT
LGLIWN I TLHWQVKNVMKNIMAGLQQTNSEKILLSWVRQSTRNYPQVNVINFTTSWSDGLALNAL IHSHRPDLFDWNSVVCQQSATQRLEHAFNIARYQLGIEKLLD
PEDVDTTYPDKKSILMY I TSLFQVLPQQVS IEAIQEVEMLPRPPKVTKEEHFQLHHQMHYSQQI TVSLAQGYERTSSPKPRFKSYAYTQAAYVTTSDPTRSPFPSQH
LEAPEDKSFGSSLMESEVNLDRYQTALEEVLSWLLSAEDTLQAQGE ISNDVEVVKDQFHTHEGYMMDLTAHQGRVGNILQLGSKLIGTGKLSEDEETEVQEQMNLLN
SRWECLRVASMEKQSNLHRVLMDLQNQKLKELNDWLTKTEERTRKMEEEPLGPDLEDLKRQVQQHKVLQEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSGDHATAALEEQLKV
LGDRWANICRWTEDRWVLLQDILLKWQRLTEEQCLFSAWLSEKEDAVNKIHTTGFKDQNEMLSSLQKLAVLKADLEKKKQSMGKLYSLKQDLLSTLKNKSVTQKTEA
WLDNFARCWDNLVQKLEKSTAQISQAVTTTQPSLTQTTVMETVTTVTTREQILVKHAQEELPPPPPQKKRQITVDSEIRKRLDVDITELHSWITRSEAVLQSPEFAIL
FRKEGNFSDLKEKVNA IEREKAEKFRKLQDASRSAQALVEQMVNEGVNADS I KQASEQLNSRWIEFCQLLSERLNWLEYQNN I TAFYNQLQQLEQMTTTAENWLKIQ
PTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQGPMFLDADFVAFTNHFKQVFSDVQAREKELQT IFDTLPPMRYQETMSAIRTWVQQSETKLS
IPQLSVTDYE IMEQRLGELQALQSSLQEQQSGLYYLSTTVKEMSKKAPSE ISRKYQSEFEE IEGRWKKLSSQLVEHCQKLEEQMNKLRKIQNHIQTLKKWMAEVDVF
LKEEWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQT IQPSLNSVNEGGQK IKNEAEPEFASRLETELKELNTQWDHMCQQVYARKEALKGGLEKTVSLQKDLSEMHEWMTQAE
EEYLERDFEYKTPDELQKAVEEMKRAKEEAQQKEAKVKLLTESVNSVIAQAPPVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEVWACWHELLSYLEKANKWLNE
VEFKLKTTEN IPGGAEE I SEVLDSLENLMRHSEDNPNQ IRILAQTLTDGGVMDEL INEELETFNSRWRELHEEAVRRQKLLEQS IQSAQETEKSLHLIQESLTFIDK
QLAAY I ADKVDAAQMPQEAQK I QSDLTSHE I SLEEMKKHNQGKEAAQRVLSQ IDVAQKKLQDVSMKFRLFQKPANFEQRLQESKMI LDEVKMHLPALETKSVEQEVV
QSQLNHCVNLYKSLSEVKSEVEMV IKTGRQ IVQKKQTENPKELDERVTALKLHYNELGAKVTERKQQLEKCLKLSRKMRKEMNVLTEWLAATDMELTKRSAVEGMPS
NLDSEVAWGKATQKE I EKQKVHLKS I TEVGEALKTVLGKKETLVEDKLSLLNSNWIAVTSRAEEWLNLLLEYQKHMETFDQNVDHITKWI IQADTLLDESEKKKPQQ
KEDVLKRLKAELND IRPKVDSTRDQAANLMANRGDHCRKLVEPQ ISELNHRFAAISHR IKTGKASIPLKELEQFNSD 1 QKLLEPLEAE IQQGVNLKEEDFNKDMNED
NEGTVKELLQRGDNLQQR ITDERKREEIKIKQQLLQTKHNALKDLRSQRRKKALE I SHQWYQYKRQADDLLKCLDD IEKKLASLPEPRDERK IKE I DRELQKKKEEL
NAVRRQAEGLSEDGAAMAVEPTQIQLSKRWRE IESKFAQFRRLNFAQIHTVREETMMVMTEDMPLE ISYVPSTYLTEI THVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFK
QEESLKNIKDSLQQSSGR ID I IHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYD I KIFNQWLTEAEQFLRKTQ IPENWEHAK
YKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEE I IQQSSKTDAS I LQEKLGSLNLRWQEVCKQLSDRKKSYWWKSCPCAREFSNN
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	La dystrophie musculaire de Becker (ou BMD pour "Becker Muscular Dystrophy")(MIM 300376) est, tout comme la dystrophie musculaire de Duchenne (ou DMD pour "Duchenne Muscular Dystrophy")(MIM 310200), une dystrophinopathie au sens protéique du terme. En...
	La dystrophie musculaire de Becker a en fait été décrite en 1955 par le neurologue allemand Peter Emile Becker qui avait alors attiré toute l'attention sur cette entité clinique qu’il rapportait comme une forme moins sévère de dystrophie musculaire. T...
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