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Chapitre 1
Introduction générale

Ce travail de these s’articule autour de trois problématiques majeures :

e Comment la structure de la dystrophine permet-elle de comprendre sa fonction ?

e Que peut-on déduire des mutations identifiées chez les patients ?

e Comment I'étude de la structure de la dystrophine et de ses mutations permet-elle de

corréler le génotype et le phénotype ?

Afin de répondre a ces questions, différentes approches ont été mises en place en parallele.
Cependant, pour faciliter la clarté de ce mémoire, j’ai choisi de les scinder en deux parties.

La premiere partie traite des approches de modélisation et de dynamique moléculaires
effectuées sur les répétitions des dystrophines natives et mutées chez des patients. L’analyse
des répétitions natives, initiée avant mon arrivée dans ’équipe mais a laquelle j’ai participé,
sera présentée de facon succincte. Cependant, la méthodologie mise en place est la base de
I’analyse des répétitions mutées que j’ai réalisée ensuite.

La deuxieme partie présente la base de données eDystrophin créée afin d’analyser de
manieére automatisée les dystrophines mutées issues de mutations en phase présentes chez
les patients atteints de dystrophinopathies. Cette base de données rassemble notamment les

modeles structuraux de dystrophine décrits dans la partie précédente.
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1.1 La dystrophine

La dystrophine, avec ses 3685 acides aminés, est 1'une des plus grandes protéines hu-
maines. Elle est encodée par le gene DMD (2,4Mb) situé sur le chromosome X et composé
de 79 exons. Ce gene est sujet a de nombreuses mutations conduisant a deux dystrophinopa-
thies majeures. La plus répandue est la myopathie de Duchenne avec une incidence de 1 pour
3500 naissances de garcons. Elle est responsable d'une dégénérescence musculaire progres-
sive conduisant au déces des patients avant leur trentieme année. La dystrophie musculaire
de Becker est moins sévere, avec un phénotype clinique plus hétérogene. La myopathie de
Duchenne fait 'objet de nombreuses études cliniques et génétiques afin d’aider a mettre au
point des thérapies actuellement en phase d’essai clinique. Cependant, la dystrophine est
tres peu étudiée et son role au sein de la cellule musculaire n’est pas encore complétement

précisé.

1.1.1 Le gene

1.1.1.1 Caractéristiques du gene

Le géne DMD a été séquencé pour la premiere fois en 1986 [Monaco 1986, Koenig 1987].
Il est situé sur le bras court du chromosome X (locus Xp21.2) (figure 1.1 ) et représente 1,5%
du chromosome. Ses 2,4 millions de paires de bases font de lui le plus grand géne humain
[Monaco 1992, Coffey 1992]. Il est composé d’introns de tailles variables allant de 107b & plus
de 200kb et de 79 exons. Les exons représentent seulement 0,6% de la séquence génomique
et sont transcrits en un ARN de 14kb [Roberts 1993] (figure 1.2).

i
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FIGURE 1.1 — Localisation du géne DMD sur le bras court du chromosome X.
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FIGURE 1.2 — Représentation des exons du géne DMD. Les promoteurs sont représentés par des
fléeches rouges pleines et les codons initiateurs par des fleches rouges pointillées. Les domaines
structurauz successifs qu’ils encodent (cf. section 1.1.2.2) sont représentés par des fléeches noires au
dessus des exons.

1.1.1.2 Les transcrits alternatifs

La dystrophine posséde 7 promoteurs spécifiques de tissus dont trois promoteurs codant
pour des dystrophines pleine longueur. Ces trois promoteurs situés en amont du premier
exon sont exprimés dans différents tissus : le promoteur M (Dp427m) dans les muscles
striés et cardiaques [Koenig 1989], le promoteur C (Dp427c) principalement dans le cer-
veau [Nudel 1989, Chelly 1990], le promoteur P (Dp427p) principalement dans les cellules
de Purkinje mais aussi dans le muscle squelettique [Chelly 1990]. Seul 'exon 1 différe entre
ces trois promoteurs. Un quatrieme promoteur a été identifié par [Nishio 1994] : le promo-
teur L (Dp4271) mais des travaux plus récents indiquent que ce promoteur est artéfactuel
[Wheway 2003], (Tableau 1.1).

Quatre promoteurs internes ont également été décrits et nommés en fonction de la
taille de la protéine produite : Dp260 dans la rétine mais aussi dans le coeur et le cer-
veau [D’Souza 1995] ; Dp140 dans le cerveau, la rétine et les reins [Lidov 1995]; Dp116 dans
les cellules de Schwann [Byers 1993] et Dp71 dans toutes les cellules sauf les muscles sque-

lettiques [Hugnot 1992].



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE

12

Promoteur Référence Spécificité tissulaire Transcrit alternatif
Muscle squelettique
Dp427m [Koenig 1989] Coeur non
Cellules gliales
Dp427c [Nudel 1989 Cerveau non
[Chelly 1990] Rétine
Dp427p [Chelly 1990] Cellules de Purkinje non
Muscle squelettique
Dp260 [D’Souza 1995] Rétine non mais 2 exons 1 différents
Cerveau Exon 71 & 78 -> dp140ab
Dp140 [Lidov 1995] Rein Exon 78 -> dp140b
Rétine Exon 71 to 74 & 78-> dp140bc
Exon 71 to 74 -> dp140c
Dpl16 [Byers 1993] Cellule de Schwann non
Exon 71 -> dp7la
Dp 71 [Hugnot 1992] Ubiquitaire sauf Exon 71 & 78 -> dp7lab

muscles squelettiques

Exon 78 -> dp71b
Stop a 'exon 70 -> dp40

1.1.2 La protéine

Tableau 1.1 — Promoteurs et transcrits alternatifs du géne DMD.

1.1.2.1 Rappels sur la structure des protéines

Les propriétés des acides aminés

Les acides aminés naturels composant les protéines sont composés de deux groupements

communs (carboxyle -COOH et amine -N H,) et d’'une chaine latérale qui differe suivant

les acides aminés. Le carbone a est le carbone central qui relie ces trois groupements. La

chaine latérale confere des propriétés chimiques spécifiques aux acides aminés (hydrophobi-

cité, charge). Ainsi, les acides aminés sont classés en fonction de leurs propriétés physico-

chimiques (figure 1.3).
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Proline

Aromatiques

Hydrophobe

FIGURE 1.3 — Diagramme de Venn représentant les propriétés physico-chimiques des acides aminés.

Les angles de torsion

Les acides aminés formant la chaine polypeptidique sont liés par des liaisons peptidiques
entre I'extrémité carboxyle d’un acide aminé et 'extrémité amine de son voisin. Ces liaisons
peptidiques sont confinées dans un plan mais une certaine liberté de rotation existe autour
des carbones «. Les angles de torsion phi ¢ et psi ¢ sont définis respectivement entre N;-C?*
et C#-C; (figure 1.4).

Caiiyy

FIGURE 1.4 — Les angles de torsion ¢ et 1 qui définissent la conformation du squelette d’un acide
amineé.
Les niveaux de structuration des protéines

La structure des protéines présente quatre niveaux de complexité (figure 1.5). La struc-

ture primaire est définie par la séquence des acides aminés. La structure secondaire est
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représentée par les repliements locaux de la séquence peptidique de la protéine définis par
les angles de torsion. Les principaux repliements locaux forment des hélices « et des brins
B généralement reliés par des boucles. La structure tertiaire ou tridimensionnelle est re-
présentée par le repliement de la chaine polypeptidique dans 1’espace sous l'influence des
interactions existantes entre les éléments de structure secondaire. La structure tertiaire est
la structure native des protéines, c’est-a-dire la forme sous laquelle la protéine est, en général,
fonctionnelle. Enfin, la structure quaternaire décrit ’assemblage des protéines composées de
plusieurs sous-domaines. Le repliement des protéines dépend de la composition en acides
aminés de la séquence mais aussi de cinq grands types d’interactions : les liaisons hydro-
genes, les interactions électrostatiques et hydrophobes, les forces de Van der Waals (dipdle

temporaire de faible force) et les ponts disulfures entre les cystéines.

Structure primaire

;'I"ZIGE‘!S. BIMaMES

brin 3 nelice a

h 1
A
Y
r 4
h Y

Structure secondaire

Structure tertiaira

Structure guaternaire

FIGURE 1.5 — Les quatre niveaux de complexité de la structure d’une protéine.

1.1.2.2 Structure de la dystrophine

La dystrophine appartient a la famille des spectrines caractérisées par un domaine N-
terminal liant 'actine et par la présence de motifs répétés homologues a la spectrine appelés
répétitions (voir section 1.1.2.5). Dans la littérature, la dystrophine est généralement dé-
crite comme une protéine filamenteuse composée de quatre grands domaines : le domaine
de liaison a l'actine (ABD), le domaine central avec ses 24 répétitions, la région riche en
cystéine et le domaine C-terminal [Koenig 1988, Blake 2002]. Cependant, cette description

de la dystrophine est peu détaillée et ne permet pas de distinguer les domaines structuraux
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des domaines de liaison (figure 1.6).

ABD Rod domain ‘Cys rich C term
<€<—> < — — — — — — >< > €

O — P Pr— — — P —_— O —
R1 R2 R3 H2 R4 R5 "R6 R7 'R8 'R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17 R18 | R19H3 R20 R21 'R22 R23 R24 HAWGGEFH1 EFH2Z77

FIGURE 1.6 — Schéma des domaines structurauz de la dystrophine.

Le domaine ABD1

Le premier domaine de liaison a lactine (ABD1) est composé de deux domaines ho-
mologues a la calponine : CH1 et CH2 réunis par une hélice o (figure 1.7). Ce domaine
a été cristallisé et sa structure a été résolue par diffraction aux rayons X [Norwood 2000,
Banuelos 1998] et est répertoriée dans la Protein Data Bank (www.pdb.org) (PDB : 1DXX).
Les domaines homologues a la calponine sont généralement présents par paire dans les pro-

téines du cytosquelette et les protéines de transduction du signal [Castresana 1995, Gimona 1998].

Calponin Homology
Domain 1 (CH1)

Calponin Homology
Domain 2 (CH2)

Central a helix

N

N-terminal end

FIGURE 1.7 — Structure tridimensionnelle des domaines homologues d la calponine CH1 (bleu) et
CH2 (vert) de la dystrophine reliés par une hélice (noir) [Norwood 2000] constituant le domaine de
lizison a lactine ABD1.

Le domaine central

Le domaine central représente 76% de la séquence en acides aminés de la dystrophine
et est composé de 24 répétitions homologues a la spectrine (R1 & R24) et de 4 charniéres
(hinges : H1 a H4) [Koenig 1988, Winder 1995a] (figure 1.8). Ces 4 charniéres divisent le
domaine central en trois sous-domaines (R1 a R3, R4 a R19, R20 a R24) [Koenig 1988].
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FIGURE 1.8 — Alignement des séquences primaires des répétitions de la dystrophine proposé par
Winder [Winder 1995a]. Chaque ligne représente une répétition. Le positionnement des résidus a
et d des heptades est indiqué en-dessous ainsi que le positionnement relatif des hélices.

Les séquences primaires des 24 répétitions sont trés peu identiques entre elles mais sont
toutes caractérisées par la succession de motifs en heptades. Une heptade est définie par sept
acides aminés numérotés de a a g ou les résidus en position a et d sont hydrophobes (figure
1.9). En se basant sur les structures 3D obtenues de répétitions de spectrine et sur les données
de dichroisme circulaire obtenues sur la dystrophine [Le Rumeur 2003, Legardinier 2009a,
Mirza 2010], il est admis que ces répétitions d’heptades sont la base de la structure en

faisceau de trois hélices (coiled-coil) des répétitions de la dystrophine.

FIGURE 1.9 — Schéma de l'organisation des heptades d’un faisceau de trois hélices. Les acides
aminés a et d, en rouge, participent a des interactions hydrophobes (fléches vertes) qui maintiennent
la structure en faisceau d’hélices.

Ainsi, chaque répétition est composée de 3 hélices « reliées par deux boucles, le tout
organisé en faisceau de trois hélices. Ces répétitions s’enchainent et sont liées par une hélice
commune formée par la troisieme hélice de la premiere répétition et la premiere hélice de la
suivante (figure 1.10) et dont la partie centrale sera appellée "linker".

Jusqu’a présent, aucune équipe n’a pu obtenir une structure tridimensionnelle expéri-

mentale de la dystrophine fragmentée ou entiere, ni par cristallographie puis diffusion aux
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rayons X, ni par RMN!. Il semblerait que la structure répétée du domaine central et sa
flexibilité seraient un frein a I'obtention de structures expérimentales. Cependant, étudier la
structure de la dystrophine permettrait de mieux comprendre sa fonction. Ainsi, nous avons
décidé d’utiliser la modélisation par homologie pour étudier la structure du domaine central
et cette approche est détaillée dans le chapitre 2. D’autres approches alternatives sont éga-
lement utilisées au sein de 'équipe : la diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) et la

cryo-microscopie.

FIGURE 1.10 — Organisation structurale des répétitions homologues a la spectrine de la dystrophine
[Saadat 2006]. A. Structure RMN d’une répétition de la spectrine (PDB : 1AJ3). B. Enchainement
de plusieurs répétitions en tandems qui constituent le coeur du domaine central.

Le domaine riche en cystéines

Le troisieme grand domaine structural de la dystrophine est le domaine riche en cystéines
qui comprend quatre régions : un domaine WW, deux domaines EF et un domaine ZZ.

Le domaine WW est caractérisé par deux tryptophanes séparés par 21 acides aminés, ce
domaine est présent dans de nombreuses protéines régulatrices et de signalisation [Bork 1994,
Sudol 1996, Huang 2000].

Le domaine WW est suivi d'une hélice a et de deux pseudo mains EF. Les mains EF
sont des motifs hélice-boucle-hélice présents dans de nombreuses protéines liant le calcium
[Ikura 1996]. Cependant le motif liant spécifiquement le calcium n’est pas présent dans la
dystrophine et il semblerait donc que les mains EF de la dystrophine n’aient pas de propriété
de liaison au calcium [Huang 2000]. L’ensemble de ces trois domaines a été cristallisé et une
structure par rayons X a été obtenue (PDB : 1EG3) (figure 1.11).

Les mains EF sont suivies d’'un domaine en doigt de zinc (ZZ). Ce type de domaine est
présent dans de nombreuses protéines liant les cations divalents tels que Zn?*, qu’elles soient

nucléaires ou cytoplasmiques [Ponting 1996, Hnia 2007].

1. Les structures des répétitions 1 de la dystrophine et de 'utrophine viennent de paraitre au moment de
la rédaction de cette thése [Muthu 2012].
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Additional helices
EF hand 1 \

N-terminal end

FIGURE 1.11 — Structure tridimensionnelle des domaines WW et mains EF de la dystrophine
[Huang 2000).

Le domaine C-terminal

Le dernier domaine structural de la dystrophine est le domaine C-terminal. Ce domaine
est majoritairement composé de faisceaux d’hélices similaires a ceux présents dans le domaine

central de la dystrophine [Blake 1995].

1.1.2.3 Domaines fonctionnels de la dystrophine

La structure filamenteuse de la dystrophine ainsi que ces nombreux domaines de liaison
confere a la protéine un rdle charniere au sein des cellules musculaires (figure 1.12). En effet,
des études ont montré qu’elle peut lier les lipides du sarcolemme et 11 protéines détaillées

ci-dessous.

R19H3 R20 R21 R22 R23 R24 HAW

—_— _—>
Synemin 2
*Synlrophin
LED2 Dystrobrevin _

v

>

Myospryn

FIGURE 1.12 — Domaines de liaison de la dystrophine

Un des premiers domaines de liaison caractérisé est le domaine de liaison a l’actine en
N-terminal : ABD1 [Koenig 1988] formé par deux domaines homologues a la calponine (CH1
et CH2). La liaison aux filaments d’actine se fait par I'intermédiaire d’un sillon hydrophobe
identifié sur les surfaces de CH1 et CH2. Le domaine CH1 a une forte affinité pour 'ac-
tine alors que le CH2 améliore cette affinité mais n’est pas capable de lier seul l'actine
[Norwood 2000, Banuelos 1998]. L’ABD1 lie également la kératine, préférentiellement la ké-

ratine 19 mais il peut aussi lier la kératine 8 [Stone 2005].
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La présence de nombreux domaines de liaison dans le domaine central suggere qu’il n’a
pas qu'un role d’absorbeur de chocs comme il a été décrit précédemment [Davies 2006]. Les
plus grands domaines de liaison sont ceux assurant la liaison a la membrane plasmique des
cellules musculaires, ou sarcolemme. En effet, deux domaines de liaison aux lipides ont été
identifiés : le premier, de la premiere répétition a la troisieme (LBD1); le deuxieme, de la ré-
pétition 4 & la répétition 19 (LBD2) [Le Rumeur 2003, Legardinier 2008a, Legardinier 2009a,
Vie 2010, Sarkis 2011]. Des interactions hydrophobes et électrostatiques maintiennent la pro-
téine en contact avec le sarcolemme, proposant ainsi un nouveau modele d’interaction de la
dystrophine.

Un second domaine de liaison a 'actine, ABD2, a été identifié dans le domaine central
incluant les répétitions 11 a 17. Ce domaine lie I'actine F par l'intermédiaire d’interactions
électrostatiques et semble avoir moins d’affinité pour l'actine que ’ABD1 [Amann 1998,
Rybakova 2006, Sarkis 2012].

La sérine/thréonine kinase Parlb intéragit avec les répétitions 8 et 9 de la dystrophine
en les phosphorylant [Yamashita 2010].

Le domaine central de la dystrophine peut lier les filaments intermédiaires, spécifiquement
les synémines « et 5 par I'intermédiaire des répétitions 11 a 14 [Bhosle 2006]. Les synémines
sont de grandes protéines s’associant a la desmine et/ou a la vimentine qui font également
partie de la superfamille des filaments intermédiaires.

Récemment, les répétitions 16 et 17 du domaine central ont été identifiées comme par-
tenaires de I’'Oxyde Nitrique Synthétase neuronale (nNOS) [Lai 2009]. Ainsi, conjointement
a la syntrophine, la dystrophine maintient la nNOS pres du sarcolemme. Cette protéine en-
zymatique joue un role clé dans 'activité musculaire notamment pendant la contraction, la
régénération et 'atrophie des cellules musculaires en augmentant 1’entrée du glucose dans

les cellules et la perfusion du muscle [Stamler 2001, Bredt 1999, Gentil 2012].

Le domaine riche en cystéines de la dystrophine est une région impliquée dans l'interac-
tion de plusieurs protéines notamment des protéines formant le dystrophine-glycoprotéine
complexe (DGC), la dystrophine faisant elle-méme partie de ce complexe. Le DGC permet
d’ancrer plusieurs protéines du cytoplasme et de la matrice extracellulaire a la membrane
[Winder 2001, Ervasti 2006]. La premiere interaction avec le DGC décrite est celle du (-
dystroglycane (SDG) [Huang 2000, Hnia 2007, Ishikawa-Sakurai 2004]. Le DG est une sous-
unité du dystroglycane, une protéine transmembranaire. La syntrophine et la dystrobrévine
se lient a la dystrophine par 'intermédiaire du domaine C-terminal [Sadoulet-Puccio 1997,
Newey 2000].

Des protéines n’appartenant pas au DGC se lient également au domaine riche en cystéines
comme la synémine «, précédemment décrite [Bhosle 2006] et la plectine. La plectine est une
tres grande protéine possédant des domaines de liaison aux filaments d’actine, aux filaments

intermédiaires et aux microtubules [Rezniczek 2007].
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Enfin la myosprine, une protéine kinase A spécifique du muscle, se lie au domaine riche

en cystéine et au domaine C-terminal de la dystrophine [Reynolds 2008].

1.1.2.4 Role physiologique et localisation de la dystrophine

La dystrophine est localisée sous la membrane des muscles, sur la face interne du sar-
colemme (figure 1.13) et fait partie d'un grand complexe appelé dystrophine-glycoprotéine
complexe (DGC). Elle assure un role de maintien de 'architecture cellulaire lors des cycles
de contraction — relaxation musculaires. Cependant, les mécanismes moléculaires mis en jeu
sont encore méconnus et plusieurs hypotheses font référence a sa structure filamenteuse et a

ses nombreux domaines de liaison.

Lam|n|n CRN Université de Rennes 1. 2010

Microtubule

FIGURE 1.13 — Schéma des interactions de la dystrophine. La dystrophine (orange) est située sous
le sarcolemme (bleu,).

1.1.2.5 La famille des protéines homologues a la dystrophine

En 1988, les premieres analyses de la séquence de la dystrophine montrerent la présence
de répétitions similaires & celles de la spectrine [Davison 1988]. La dystrophine est, depuis,
classée dans la famille des spectrines. Les protéines de la famille des spectrines sont carac-
térisées par la présence de répétitions homologues a la spectrine, des domaines de liaisons a
I’actine et des mains EF. Dans cette famille, on retrouve I’a-actinine, les spectrines « et 3,
"les dystrophines" (dystrophine, utrophine et DRP2), les dystrobrévines «, (3 et ~y et la dys-
trotéline [Broderick 2005, Jin 2007, Roberts 2001]. L’analyse de leurs séquences protéiques
a montré qu’elles sont dérivées d'une protéine ancestrale similaire & 1’a-actinine qui a évolué
suite a une série de duplications et de réarrangements génétiques [Byers 1989, Baines 2003].
Ainsi a-actinine ancestrale aurait dérivé d’'un cdté (1) en une a-actinine allongée, ancétre
des spectrines « et 5 et de autre coté (2) en une protéine ancétre des dystrophines, dys-

trobrevines et dystrotélines (figure 1.14). Le point de divergence entre les dystrotélines,
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dystrobrévines et dystrophines reste inconnu.

La branche des dystrophines est caractérisée par une élongation du domaine N-terminal,
I’ajout de répétitions supplémentaires et d’'un domaine WW. Chez les vertébrés, on distingue
deux paralogues de la dystrophine : DRP2, la plus petite des trois, exprimée presque unique-
ment dans le systéme nerveux central [Roberts 2000] et 'utrophine, le plus proche paralogue

de la dystrophine.

Actinine a

Spectrine a :
Spectrine B Spectrines J
Dystroteline Dystroteline

Dystrobrevine (invertébres)
Dystrobrevine Y

_: Dystrobrevine 3

Dystrobrevine a
Dystrophine (invertébres)
DRP2

_: Utrophine
Dystrophine (vert¢bres)

FIGURE 1.14 — Arbre phylogénétique de la famille des spectrines. Adapté de [Jin 2007] et
[Roberts 2001].

Dystrobrévines

Dystrophines

L’utrophine étant le plus proche homologue de la dystrophine, elle fait I’objet de tests
thérapeutiques de surexpression pour compenser ’absence de dystrophine dans les cellules
des patients DMD (cf. 1.2.5.5). L’utrophine est cependant moins étudiée que la dystrophine
et son role est encore plus méconnu. Chez 'humain, son gene est situé sur le chromosome
6 et possede deux promoteurs (A et B); le promoteur A est responsable de Iexpression
musculaire alors que le promoteur B est responsable de 'expression dans les cellules endo-
théliales. L’utrophine totale est composée de 3433 acides aminés et a une masse moléculaire
de 395 kDa. L’expression de 'utrophine est ubiquitaire mais son expression musculaire est
différente de celle de la dystrophine. En effet, I'utrophine est exprimée au niveau du sar-
colemme uniquement pendant le développement foetal. Chez ’adulte, elle est exprimée au
niveau des jonctions neuromusculaires et myotendineuses [Clerk 1993, Tomé 1994]. L’utro-
phine est observée dans les muscles en régénération ainsi que dans les muscles de patients
DMD [Pons 1993, Khurana 1991].

La structure de l'utrophine présente une forte similarité avec celle de la dystrophine;
elle possede les mémes domaines structuraux mais son domaine central ne comporte que
22 répétitions [Tinsley 1992] (figure 1.15). L'utrophine et la dystrophine partagent de nom-
breux domaines de liaison mais leurs modes d’interaction peuvent différer. Par exemple,
les modes de liaison de 1'utrophine avec le SDG et 'actine F differe de celui de la dystro-
phine [Ishikawa-Sakurai 2004]. En effet, la dystrophine lie 'actine par I'intermédiaire de deux
domaines distincts alors que I"utrophine lie I’actine par un domaine continu [Amann 1998,

Rybakova 2005]. Cette différence peut suggérer que les deux protéines n’ont pas le méme role,
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la dystrophine aurait un réle d’absorbeur de choc et 'utrophine serait comme un "guide"
(molecular ruler) qui aiderait a définir la longueur des costameres pour les filaments d’ac-
tine pendant le développement musculaire [Fairclough 2011]. Un des domaines de liaison que
I'utrophine ne partage pas avec la dystrophine est le domaine de liaison a la nNOS. En effet,
I'utrophine ne permet pas d’assurer l'association de la nNOS a la membrane [Li 2010]. Ses

propriétés d’interactions avec les lipides du sarcolemme restent encore inconnues.

Utrophine
395 kDa

FIGURE 1.15 — Comparaison des domaines structurauz de la dystrophine et de l'utrophine. Les
étoiles représentent les répétitions de la dystrophine manquantes dans l'utrophine.
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1.2 Les dystrophinopathies

1.2.1 Aspects historiques

Les premiers descriptions de cas de myopathie de Duchenne (DMD) remontent a la pre-
micre moitié du 19°™¢ siecle (pour une revue historique cf. [Tyler 2003]). Giovanni Semmola
aurait décrit le premier cas de myopathie de Duchenne en 1829 mais son article original
ayant été perdu, c’est a Charles Bell qu’est attribuée la premiere description en 1830. Ces
premieres descriptions succintes rapportent une fatigue progressive débutant dans la petite
enfance et touchant d’abord les membres inférieurs sans symptoémes nerveux indiquant qu’il

n’y a pas d’atteinte de la moelle épiniere.

Il faudra attendre 1847 et Richard Partridge pour obtenir un premier examen patholo-
gique a l'occasion d’un séminaire a la Pathological Society of London. Il examina deux freres
présentant les mémes symptomes de faiblesse commencant par les bras et les jambes. Il releva
que leurs soeurs n’étaient pas atteintes et fut le premier a examiner les muscles (a l'oeil nu).
Cependant, la description qu’il fait de son patient est tellement breve qu’il est pratiquement

impossible d’étre stir qu’il s’agit bien d'un cas de DMD.

C’est en 1851 que le premier examen clinique et pathologique non ambigu de DMD est
décrit dans l'article d’Edward Meryon sous le nom de "progressive muscular weakness'. Son
premier patient était issu d’une famille de dix enfants dont les quatre gargons présentaient
une faiblesse musculaire progressive. Meryon présenta dans son article la progression de la
maladie chez le frére ainé. Le patient présenta des signes de faiblesse musculaire des le plus
jeune age, perdit la marche a onze ans et décéda a 16 ans d’une insuffisance respiratoire.
Meryon fut le premier a faire une autopsie sur un patient DMD et a examiner les fibres
musculaires au microscope a une époque ou la microscopie n’en était qu’a ses débuts. Il
remarqua que les fibres musculaires étaient détruites et que des "globules d’huiles et de la
matiere granulaire" les remplacgait. Meryon décrivit également le cas de ses fréres et d’autres
fratries dans de nombreux articles jusqu’en 1870. Cependant, tous les cas qu’il décrit comme
une faiblesse musculaire progressive ne sont pas des DMD. En effet, il décrivit également le
premier cas de myopathie de Becker (BMD) et des cas de myopathie des ceintures. Cette
hétérogénéité de patients est une des raisons pour lesquelles Duchenne accusera plus tard
Meryon de ne pas avoir décrit les premiers cas de myopathie de Duchenne mais simplement

des cas d’atrophie musculaire progressive.

Duchenne examina son premier cas de DMD en 1858 et le décrivit en 1861 dans son livre
sous le nom de Paraplégie hypertrophique de l'enfance de cause cérébrale puis Paralysie

pseudo-hypertrophique musculaire. Malgré la ressemblance avec les cas décrits par Meryon,
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Duchenne insista sur le fait que la pathologie qu’il décrit est différente. Duchenne obtint la

priorité de découverte de cette myopathie malgré les contestations de Meryon.

Grace a 'emporte-piece histologique qu’il fabriqua en 1865, Duchenne put réaliser des
biopsies plus stires et moins invasives qu’auparavant. Duchenne fut le premier a décrire les

principales caractéristiques cliniques de la DMD
e Faiblesse musculaire au début de la maladie, généralement dans les membres inférieurs

e Lordose et marche dandinante

Hypertrophie des muscles (second stade)

Aggravation progressive et généralisation de la maladie (troisieme stade)

Diminution ou absence de contractions musculaires aux stimuli électriques (stade avancé)

Absence de fievre, de troubles sensoriels, de problemes de vessie et intestinaux durant

la maladie

R. Gower contribua également significativement a établir les bases cliniques de la myopa-
thie de Duchenne. En 1874, il examina ses premiers patients. Il s’intéressa a la transmission
de la maladie et remarqua la présence d’antécédents familiaux uniquement du coté maternel.
Il émit alors 'hypothese que la maladie était transmise par l'ovule. Cependant, ce que 1’'on
retiendra de lui est la description de la méthode particuliere qu’utilisent les patients pour se

relever du sol, connue aujourd’hui sous le nom de signes de Gowers.

1.2.2 La myopathie de Duchenne

1.2.2.1 Caractéristiques cliniques

La myopathie de Duchenne affecte une naissance male sur 3500. C’est la maladie neu-
romusculaire la plus fréquente chez I'enfant et la plus sévere [Brooke 1989]. Les premiers
symptomes apparaissant vers 3 ans sont un retard psychomoteur, une démarche anormale et
un taux de créatine kinase sérique élevé dans les muscles [Desguerre 2009]. Sans historique
familial, la maladie est diagnostiquée aux environs de 5 ans [Zalaudek 1999]. Un patient est

considéré comme myopathe de Duchenne s’il perd la marche avant 12 ans.

Il existe des variations dans I'expression de la maladie entre les patients mais cette hé-
térogénéité est moindre comparée a celle de la myopathie de Becker [Desguerre 2009]. Les
patients DMD acquiérent généralement la marche plus tard que la normale (a 18 mois en
moyenne) ; la moitié d’entre eux n’a jamais pu courir et un tiers n’a jamais pu monter les
escaliers seul. Ils perdent la capacité a se relever du sol aux environs de 8 ans. Tous les
patients développent une scoliose entre 9 et 16 ans et ont une fonction respiratoire décrois-

sante a partir de 10 ans [Desguerre 2009]. L’atteinte cardiaque des myopathes de Duchenne
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est souvent asymptomatique jusqu’a 15 ans [Connuck 2008]. Les patients DMD ont égale-
ment des problémes nutritionnels et 40% des patients présentent une obésité avant 12 ans
[Willig 1993] alors que 44% des plus de 18 ans sont dénutris [Mok 2006]. Une étude d’Eagle
[Eagle 2007] estime I’dge moyen de déces a 27 ans, soit dix ans de plus que les premiers

patients décrits au 19°™ siecle [Jeppesen 2003)].

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif de la myopathie de Duchenne mais la
prise en charge des patients permet sans doute d’améliorer leur qualité et leur espérance de
vie [Manzur 2009]. La kinésithérapie prévient les déformations et retarde 'apparition d’une
scoliose. Une arthrodese vertébrale peut étre pratiquée et permet d’améliorer la durée et
la qualité de vie des patients [Bridwell 1999]. L’insuffisance respiratoire est améliorée par
I'usage d'une ventilation non invasive. La cardiomyopathie est traitée par l'usage de beta-
bloquants et d’inhibiteurs de I'’enzyme de conversion de ’angiotensine, ce qui améliore les
symptomes [Bushby 2003].

1.2.2.2 Caractéristiques histologiques

Les biopsies musculaires des patients atteints de myopathie de Duchenne montrent des
amas de fibres musculaires nécrosées ou dégénérées. Ces fibres musculaires sont souvent
entourées de macrophages et de lymphocytes CD4+. De petites fibres immatures avec un
noyau central sont également observées indiquant une régénération des myoblastes (figure
1.16) [Schmalbruch 1984, McDouall 1990, Deconinck 2007].

FIGURE 1.16 — Biopsie musculaire d’un patient atteint de myopathie de Duchenne. Les fibres
musculaires dégénérées ou nécrotiques (fleches) sont souvent observées en clusters entourées par
des macrophages et des lymphocytes CD/+ (étoiles). De petites fibres immatures avec un noyau
central sont présentes (étoile double) [Deconinck 2007].

Les causes de cette modification des cellules musculaires des patients sont encore mé-

connues. Cependant plusieurs hypotheses, maintenant admises, permettent d’en comprendre
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certains aspects.

La dystrophine étant un élément structural important dans les cellules musculaires, son
absence entraine une fragilité structurelle et une accumulation cytoplasmique de protéines
normalement absentes des fibres musculaires [Pestronk 1982, Straub 1997]. En effet, l'inté-
grité de la membrane semble compromise, particulierement pendant les contractions soute-
nues [Head 1994]. L’absence de dystrophine entraine une délocalisation des protéines asso-
ciées a la dystrophine de la membrane et une déstabilisation des costameres, conduisant a
une fragilité de la membrane [Rybakova 2000]. Il a été démontré que les fibres de petit dia-
metre sont moins nécrosées que les fibres musculaires de grand diametre [Boland 1995]. De
plus, la dégénérescence continue des muscles nécessite leur régénération quasi-permanente
épuisant les stocks de cellules satellites nécessaires [Heslop 2000, Snow 1978]. Une fois ces
cellules épuisées, les patients perdent leur capacité de régénération et la dégénérescence mus-

culaire ne peut étre enrayée [Price 2007].

Le calcium aurait également un role important dans la nécrose des cellules musculaires.
En effet, une accumulation de calcium a été observée dans des fibres musculaires de patients
DMD [Bodensteiner 1978] et un influx massif de calcium a été démontré a travers des mem-
branes déficientes en dystrophine [De Backer 2002]. Dans un premier temps, le mécanisme
d’homeéostasie calcique compense cet apport de calcium mais lorsque des micro-lésions appa-
raissent dans le sarcolemme, I’homéostasie ne suffit plus et la concentration intra-cellulaire
de calcium augmente [Tinsley 1998]. Des protéases, dont les calpaines, sont alors recrutées,
détruisant les protéines membranaires et conduisant a une entrée massive de Ca’t et A la

mort cellulaire.

1.2.3 La myopathie de Becker

1.2.3.1 Caractéristiques cliniques

La myopathie de Becker est la variante allélique de la myopathie de Duchenne. Elle est
caractérisée par des symptomes similaires mais plus légers apparaissant plus tardivement
que dans la DMD. Les études épidémiologiques estiment le ratio des dystrophinopathies a 1
BMD pour 3 DMD [Bushby 1991, Hughes 1996, Mostacciuolo 1987]. Le phénotype clinique
de la myopathie de Becker est tres hétérogene comparé a la myopathie de Duchenne et les
patients perdant la marche apres 16 ans sont classés comme myopathes de Becker. Les pre-
miers symptomes apparaissent a 12 ans en moyenne mais cela peut varier considérablement
d’un patient a ’autre. La perte de la marche est également variable, les patients les plus
gravement atteints sont en fauteuil roulant a partir de 16 ans et décedent entre 40 et 60

ans [Emery 2002]. Certains patients ne présentent aucun symptéme malgré une mutation en
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phase et sont considérés comme des BMD asymptomatiques.

Presque tous les myopathes de Becker développent une atteinte cardiaque au cours de
leur vie [Finsterer 2008]. Cette atteinte peut étre asymptomatique et détectable uniquement
avec des examens cliniques, ou symptomatique (cardiomyopathie dilatée). Environ un tiers
des atteintes asymptomatiques se transforment en atteinte cardiaque symptomatique a un
dge tres variable mais le plus souvent dans la trentaine [Finsterer 2003]. L’age d’apparition
des symptomes cardiaques peut précéder de plusieurs années 'affection des muscles sque-
lettiques ce qui rend le diagnostic difficile [Yokota 2004]. Une fois que la cardiomyopathie
est déclarée, elle peut rapidement évoluer et conduire au déces du patient si elle n’est pas
traitée [Finsterer 1999]. Il est donc important de procéder a un examen cardiaque complet
des que le diagnostic de BMD est posé et de le refaire régulierement. Si 'atteinte cardiaque
est dépistée tot, il est possible de proposer une thérapie adéquate par 1'utilisation du méme
type de médicaments que ceux utilisés dans le cas de DMD et/ou par des greffes cardiaques,

améliorant ainsi le pronostic vital [Doing 2002].

1.2.3.2 Caractéristiques histologiques

Les biopsies musculaires des patients atteints de myopathie de Becker montrent une ex-
pression plus faible que les controles et discontinue de la dystrophine localisée a la périphérie
des fibres musculaires [Muntoni 2003] (figure 1.17). Cette expression varie entre patients
ayant des mutations différentes mais également entre patients partageant la méme mutation
tout en restant faible. Une étude d’Anthony [Anthony 2011] sur des patients présentant des
mutations dans la région hautement mutagene montre que les plus hauts niveaux d’expres-
sion de la dystrophine, du beta-dystroglycan et de la nNOS sont corrélés a des myopathies

moins séveres.

Normal Mild BMD Severe BMD

FIGURE 1.17 — Ezemples de biopsies musculaires d’un muscle sain (A) et de patients atteints de
myopathie de Becker (B et C). Dans le muscle sain, la dystrophine est localisée a la périphérie
de chaque fibre musculaire. Chez les patients atteints de BMD, il y a une expression faible et
discontinue de la dystrophine [Muntoni 2003].

Contrairement aux patients atteints de DMD, les patients atteints de BMD produisent
une dystrophine mutée tronquée [Tuffery-Giraud 2009]. Cette présence de dystrophines tron-
quées dans des cellules musculaires de patients moins séverement atteints a conduit a 1’hy-

pothese, généralement reprise dans la littérature, que les dystrophines tronquées sont par-
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tiellement fonctionnelles. Cependant, la fonction de la dystrophine pleine longueur et des
dystrophines tronquées reste encore largement méconnue. Selon la localisation de la muta-
tion, différentes fonctions de la dystrophine peuvent étre altérées et les caractéristiques phy-
siopathologiques des patients BMD different donc d’une mutation a l'autre. Par exemple, il
apparait que les mutations touchant le domaine de liaison a l'actine ABD1 ou le domaine
riche en cystéine sont les plus déléteres [Beroud 2007, Beggs 1991]. Le role de maintien de
I’architecture cellulaire de la dystrophine semble dans ce cas compromis par l'absence de

liaison de la dystrophine aux filaments du cystosquelette ou au DGC.

1.2.3.3 Les mutations du gene DMD

Les myopathies de Duchenne et de Becker sont des maladies récessives liées a I’X. Dans
70% des cas, la mutation est transmise par la meére porteuse saine. Dans 30% des cas, il

s’agit d’une mutation de novo [Matsuo 1996].

A cause de sa tres grande taille, le taux de mutations du gene DMD est plus élevé que la
moyenne. En effet, des milliers de mutations ont été référencées sur le géne [Aartsma-Rus 2006,
Tuffery-Giraud 2009]. Les mutations les plus courantes sont des délétions intragéniques d’'un
ou plusieurs exons (~70%). Une région hautement mutagene (point chaud) a été identifiée
entre les exons 45 et 53. Les petites mutations (petites délétions, insertions et mutations
ponctuelles) représentent 20% des cas répertoriés. Plus rarement, des duplications d’un ou

plusieurs exons ont été rapportées (~10%).

Les mutations sont classées dans deux catégories : les mutations en phase (in-frame en
anglais) et les mutations hors-phase (out-of-frame en anglais). La séquence codante du gene
présente dans les exons est lue par codon (triplet de nucléotides) lors de la traduction de
I’ARN messager en protéine, chaque codon correspondant a un acide aminé. Si une délétion
d’exons entraine la suppression d’un nombre entier de codons, la traduction de la protéine
se fera sans décalage du cadre de lecture (mutation en phase). La protéine produite sera
écourtée et présente dans les cellules. Dans le cas contraire, c¢’est-a-dire lorsque les exons
supprimés contiennent un codon incomplet, le cadre de lecture est décalé et la traduction
de la dystrophine sera interrompue par un codon stop (mutation hors phase) et entrainera
la production d’une dystrophine tronquée dans sa partie C-terminale et qui sera rapidement
dégradée (figure 1.18).
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FIGURE 1.18 — Ezemple de mutations hors phase et en phase (d’aprés [AFM 2009]).

1.2.4 Corrélation génotype - phénotype ?

La premiere difficulté pour proposer une corrélation génotype - phénotype précise est
la définition des phénotypes. Un consensus de classification des patients dans les groupes
phénotypiques en fonction de I’dge de perte de la marche est utilisé. Si le patient perd la
marche avant 12 ans, il a un phénotype DMD, apres 16 ans, il a un phénotype BMD et entre
12 et 16 ans il est de phénotype intermédiaire (IMD) [Tuffery-Giraud 2009]. Ce consensus

ne classifie les patients qu’en fonction des grands groupes phénotypiques.

Cependant une regle dite "regle de Monaco" a été proposé des 1988 et établit un lien
entre les phénotypes observés et la préservation du cadre de lecture de la dystrophine
[Monaco 1988]. D’un c6té, les mutations décalant le cadre de lecture de la protéine font
apparaitre un codon STOP prématuré et conduisent a une absence de dystrophine dans les
cellules et a une myopathie de Duchenne. D’un autre c6té, les mutations conservant le cadre
de lecture de la protéine conduisent a la production en plus faible quantité que dans les
cellules saines d'une dystrophine tronquée et sont observées chez les myopathes de Becker.
Cependant cette régle ne concerne que les grands groupes phénotypiques (BMD, DMD) et
ne permet pas d’expliquer I’hétérogénéité des symptomes observés au sein de ces groupes.
De plus, cette régle comporte des exceptions estimées entre 8 et 9% des mutations rappor-
tées dans la Leiden Muscular Dystrophies Database [Aartsma-Rus 2006] mais peut atteindre
jusqu’a 30% selon les études [Kesari 2008].

Une partie de ces exceptions peut étre expliquée grace a 1’évolution des techniques de
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diagnostic génétique. Les premiers diagnostics génétiques réalisés utilisaient la PCR pour
rechercher la présence de certains exons sur ’ADN complémentaire ; or cette technique non
exhaustive laisse un doute sur I’étendue réelle des mutations des patients [Beggs 1991]. Une
délétion identifiée comme étant en phase peut, en réalité, impliquer plus d’exons que ceux
détectés initialement et décaler le cadre de lecture conduisant a une absence de dystro-
phine caractéristique d’un phénotype DMD et inversement [Taylor 2007, Taylor 2008]. Ces
derniéres années, l'avancée des techniques de biologie moléculaire a permit d’identifier les
mutations présentes chez les patients de fagon stire par des techniques de MLPA (Multiplex
Ligation-dependant Probe Amplification), de RT-PCR de tous les exons et de séquencage
d’ADN [Flanigan 2009, Kesari 2008, Deburgrave 2007]. Il est donc important de vérifier la
méthode d’identification utilisée pour détecter une mutation chez un patient diagnostiqué il
y a plusieurs années et, si possible, refaire des analyses.

Une autre partie de ces exceptions peut s’expliquer par des phénomenes épigénétiques. En
effet, il a été observé chez des patients porteurs d’une mutation décalant le cadre de lecture,
un saut d’exon "naturel" dans une partie des cellules. Dans ces cellules, le cadre de lecture de
la protéine est recalé et permet la production d’une faible quantité de dystrophine tronquée
conduisant a un phénotype BMD [Gurvich 2008]. Ces phénomenes sont rares, localisés a
certaines cellules et difficilement prévisibles.

Enfin, certaines mutations conservant le cadre de lecture sont observées chez des pa-
tients atteints de myopathies séveres (DMD) [Muntoni 2003]. Une partie de ces mutations
est observée dans les domaines de liaison & I'actine (ABD1) et au [-dystroglycane (SDG)
[Beroud 2007, Tuffery-Giraud 2009]. Il semblerait donc que les mutations impliquant des mo-
difications dans les domaines de liaison a I'actine et au S-dystroglycane soient plus déléteres
que celles modifiant le domaine central. Cependant, de nombreuses mutations conduisant
aussi a un phénotype DMD ont été observées dans le domaine central. Récemment, une
étude clinique montre que la troncature du domaine de liaison a la nNOS dans le domaine
central délocalise la nNOS de la membrane chez certains patients et est associée a un phé-
notype BMD sévere [Gentil 2012].

La regle de Monaco n’est donc pas suffisante pour corréler de fagon précise génotype et

phénotype.

Récemment, des études ont été réalisées sur 'hétérogénéité clinique des patients atteints
de DMD [Desguerre 2009, Humbertclaude 2012]. Ces études ont montré une hétérogénéité
du phénotype DMD du point du vue des atteintes musculaires, mentales, respiratoires et car-
diaques. Différents sous-groupes phénotypiques ont ainsi pu étre déterminés en combinant
soit, l'atteinte musculaire et respiratoire [Humbertclaude 2012], soit 1'atteinte musculaire et
mentale [Desguerre 2009]. De plus, une corrélation partielle entre ces sous-groupes phéno-

typiques et la localisation de la mutation a pu étre établie concernant ’atteinte mentale.
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En effet, les mutations présentes apres I'exon 30 et affectant les isoformes plus courtes, sont
observées chez les patients présentant une atteinte cognitive. Cependant, aucune corrélation
n’a pu étre réalisée entre la localisation de la mutation et I'atteinte musculaire et cardiaque.
Le but principal de ces études n’est pas de proposer une corrélation génotype-phénotype
mais d’aider a interpréter les résultats des essais cliniques et de guider le choix des patients
a inclure dans les essais en fonction de leur atteinte clinique.

L’hétérogénéité clinique des patients BMD est plus importante que celle des patients
DMD et I’évolution lentement progressive de la maladie rend plus difficile la classification
des patients en sous-groupes phénotypiques. Ainsi, sont considérés comme BMD, des pa-
tients confinés en fauteuil roulant a 20 ans et décédés avant 40 ans, et des patients de 50 ans
présentant uniquement des crampes. Cependant, une échelle permettant de définir la sévérité
d’un BMD & partir des symptomes cliniques (GMWS) [Gardner-Medwin D 1974] est utilisée
par les cliniciens mais les données sont bien souvent inaccessibles. Une difficulté supplémen-
taire est la description de phénotypes variables pour une méme mutation [Anthony 2011].
Ceci pourrait s’expliquer par I’age différent des patients qui sont a des stades différents de la
maladie mais aussi par la différence des points de cassure intronique dans le cas de délétion
d’exons [Gentil 2012].

A Theure actuelle, il n’existe aucune corrélation claire entre phénotype observé et géno-
type. Cette corrélation est pourtant indispensable pour proposer de nouvelles thérapies aux
patients. C’est dans ce cadre que se déroule ce travail de these. En effet, nous proposons
d’aller plus loin dans la corrélation génotype - phénotype en étudiant la fonctionnalité des

dystrophines mutées exprimées chez les patients.

1.2.5 Les essais thérapeutiques dans la Myopathie de

Duchenne

Actuellement il n’existe aucun traitement curatif de la myopathie de Duchenne mais uni-
quement des traitements symptomatiques ne permettant pas de prolonger la vie des patients
au dela de 30 ans. Cependant, la myopathie de Duchenne fait 1’objet de nombreux essais

thérapeutiques.

D’une maniere générale, lorsqu’une molécule présente un intérét thérapeutique, elle doit
subir une série d’étapes avant d’étre mise sur le marché. Ces étapes sont mondialement
harmonisées par l'intermédiaire des Conférences Internationales d’Harmonisation (http:
//www.ich.org/). Ces étapes sont divisés en deux parties : les essais pré-cliniques et les
essais cliniques (http://clinicaltrials.gov). Les essais pré-cliniques sont réalisés avant

la premiere administration d’un agent thérapeutique chez I’homme et permettent notamment
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de tester la toxicité de la molécule sur des modeéles animaux. Les modeles animaux majo-
ritairement utilisés dans le cas des dystrophinopathies sont la souris mdx et le chien grmd,
tous deux déficitaires en dystrophine. Si ces tests montrent un rapport bénéfice / risque ac-
ceptable, les essais cliniques sur ’homme peuvent démarrer. Ils sont divisés en quatre phases
répondant a différents objectifs.

e Phase I : premiere administration a ’homme. L’essai est réalisé sur un petit effectif
de sujet sains et jeunes et il permet de déterminer le mode et la dose d’administration
ainsi que ses effets sur le métabolisme humain.

e Phase II : étude pilote. L’essai est réalisé sur un petit effectif de sujet sains et/ou
malades et il permet d’évaluer 'efficacité du médicament, la tolérance a court terme
et les risques.

e Phase III : étude pivot. L’essai est réalisé sur un grand effectif de malades pour tester
Iefficacité du médicament par rapport a un traitement de référence ou un placebo et
pour estimer le ratio bénéfice / risque.

e Phase IV : post-marketing. Cette phase permet le suivi a long-terme du médicament
apres sa mise sur le marché afin d’apporter des informations supplémentaires sur les

risques, les bénéfices et 1'utilisation optimale.

1.2.5.1 La thérapie génique

Ces dernieres années, de nombreuses recherches ont été menées afin de mettre en place une
thérapie de la myopathie de Duchenne en injectant le gene DMD dans les cellules musculaires
des patients (figure 1.19). Le principe est assez simple car il suffit d’injecter un vecteur
contenant un gene fonctionnel dans les muscles des patients mais la réalisation est un vrai
défi [Goyenvalle 2011].
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FIGURE 1.19 — Principe de la thérapie génique. Un mini-géne est encapsulé dans un vecteur et
injecté dans l'organisme. Ce mini-géne s’intégre au génome et est transcrit puis traduit en une
protéine plus courte. La traduction de ce mini-gene se fait en complément de la traduction du gene
muté du patient.

La premiere problématique est le choix d’un vecteur efficace et sans risque. Trois types de
vecteurs viraux ont été utilisés dans plusieurs études : les adénovirus, les virus adéno-associés
(AAV) et les lentivirus. Les adénovirus et les lentivirus ont été abandonnés a cause d’une
trop grande toxicité et / ou a cause d'un manque d’efficacité. Les virus adéno-associés (AAV)
et leur forme recombinante (rAAV) sont donc les vecteurs viraux actuellement utilisés pour
les essais thérapeutiques. Ils ont montré une bonne efficacité en produisant des genes stables
dans différents modeles animaux [Herzog 1999] ainsi qu’une faible réponse immunitaire de
la part de I'organisme hote [Manno 2003].

Cependant, de nouveaux essais thérapeutiques montrent une réponse immunitaire chez les
patients [Mendell 2010, Wang 2010] et posent un nouveau probléme. Des immuno-suppresseurs
peuvent étre utilisés pour empécher cette réponse immunitaire [Wang 2007] mais la cause de
cette réponse immunitaire est encore incertaine. Il est possible que la dystrophine elle-méme
déclenche cette réponse immunitaire chez les patients. En effet, ’essai clinique de phase I
réalisé par Mendell et al. [Mendell 2010, Bowles 2012] met en évidence une réponse immuni-
taire différente et dose dépendante selon les capsides virales utilisées ainsi qu’une activation
des lymphocytes T spécifique a la dystrophine chez certains patients.

Le deuxiéeme probléeme majeur est la taille limitée du géne pouvant étre transféré dans
les vecteurs TAAV (~4,7 kb) alors que '’ARN messager du gene DMD avoisine les 14 kb.
Par conséquent, des genes tronqués sont utilisés aboutissant a la production de mini- et de
micro-dystrophines. Ces constructions sont basées sur des observations de patients BMD
présentant un phénotype léger malgré de tres grandes délétions en phase dans le domaine
central [Matsumura 1994, England 1990]. A partir de ces observations, des mini-dystrophines

amputées d'une partie du domaine central ont été construites (les plus courantes sont décrites
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dans la figure 1.20). Ces constructions ne correspondent pas a des mutations observées chez
des patients puisqu’elles ne respectent pas les bornes des exons mais celles des répétitions.
Des résultats encourageants ont été décrits chez la souris [Gregorevic 2008, Gregorevic 2006]
mais le récent essai clinique [Mendell 2010, Bowles 2012] ne montre pas d’amélioration chez
les patients traités avec un mini gene AR3-R214+-H3 (figure 1.20). Un deuxieéme essai de
phase I est en cours.

Dystrophine

native
(427 kDa)

SH L - — - ——
(228 kDa) P ——————
A — g —
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FIGURE 1.20 — Représentation schématique de mini- et micro-dystrophines utilisées en thérapie
génique, adapté de [Goyenvalle 2011]. La mini-dystrophine A17-48 a été observée chez un patient
BMD présentant un phénotype léger. Les autres mini- et micro-dystrophines sont des constructions
artificielles en cours de développement. La AR3-R21+HS3 est la seule utilisée en essai clinique.

Plusieurs pistes nouvelles sont actuellement en cours d’étude pour remédier aux problémes
décrits précédemment, notamment le probleme de la réponse immunitaire observée dans les
derniers essais cliniques. L’utilisation d’un promoteur spécifique au muscle comme celui de
la créatine kinase au lieu de promoteurs ubiquitaires, tels que le promoteur fort du cytomé-
galovirus, pourrait limiter la réponse immunitaire [Cordier 2001, Hartigan-O’Connor 2001].
De plus, il est important d’optimiser la méthode de distribution des vecteurs viraux dans
I’ensemble des muscles afin d’en utiliser une dose minimale pour diminuer la réponse immu-
nitaire tout en étant efficace. Des études préconisent des injections a haut volume ou haute
pression pour assurer une dissémination dans tout le corps [Su 2005, Cho 2000]. Une autre
piste est 'optimisation des codons des mini-genes en utilisant les codons optimaux permet-
tant une traduction plus rapide des mini-dystrophines dans les cellules [Foster 2008]. Une
autre voie de recherche est I'injection d’un mini-gene d’utrophine afin de restaurer une partie
des fonctions de la dystrophine tout en évitant une réponse immunitaire anti-dystrophine
[Odom 2008]. Cependant, 'utilisation de I'utrophine ne permet pas la restauration complete

du complexe DGC, ni la liaison de nNOS au sarcolemme [Li 2010].

Le principe de la thérapie génique dans le cas des dystrophinopathies repose sur ’ob-

servation de patients présentant de grandes délétions en phase dans le domaine central et
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un phénotype peu sévere [Matsumura 1994, England 1990], soulevant I’hypothese que le do-
maine central de la dystrophine est superflu. Ces grandes délétions, décrites dans les années
1990, ont été depuis, trés peu observées chez des patients. En 2003, Nevo [Nevo 2003] pu-
blie une étude sur trois patients présentant de grandes délétions dans le domaine central et
présentant un phénotype sévere de type DMD. Ce type d’étude clinique et les propriétés de
liaison du domaine central a de nombreux partenaires décrites dans plusieurs études devrait
remettre en cause l'intérét thérapeutique de la thérapie génique actuelle. En effet, un choix
objectif des répétitions du domaine central a conserver dans le mini-gene de dystrophine a
transfecter semble essentiel a réaliser. Il est donc important de connaitre le role de toutes les

répétitions pour proposer une thérapie génique efficace.

1.2.5.2 Le saut d’exons

La thérapie par saut d’exons est un exemple de médecine personnalisée basée sur la
maturation de "ARNm qui pourrait guérir 80% des patients DMD [Aartsma-Rus 2009]. Elle
utilise de courtes séquences d’acides nucléiques synthétiques : les oligonucléotides anti-sens
(AON). Ces AON sont capables d’altérer ’épissage des ARN messagers en bloquant les sites
amplificateurs (enhancers) ou en altérant la structuration de PARNm afin de sauter un exon
pour recaler le cadre de lecture de la dystrophine (figure 1.21). Ainsi une mutation hors phase
ne permettant pas la syntheése correcte d’une dystrophine se transformerait en mutation en
phase qui permettrait de produire une dystrophine écourtée mais fonctionnelle comme dans
les mutations observées chez les patients atteints de myopathie de Becker [Bloetzer 2012,
Goyenvalle 2011, Fairclough 2011].
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FIGURE 1.21 — Principe du saut d’exon. Un oligonucléotide anti-sens (AON) est inséré dans les
cellules du patient. Cet AON wvient empécher la transcription de l’exon cible. L’absence de I’exon
cible dans I’ARN messager permet de recaler le cadre de lecture de la protéine et ainsi produire une
protéine plus courte non dégradée.

Plusieurs essais cliniques de phases I et II ont eu lieu et un essai de phase III est actuel-
lement en cours. Les essais se concentrent principalement sur le saut de I’exon 51 qui cible,
a lui seul, 13% des patients DMD. En effet, ce saut pourrait corriger les délétions hors phase
d’exons 45-50, 47-50, 49-50, 50, 52 et 52-63. Deux récents essais cliniques de phase I et II
publiés en 2011 ont montré une augmentation de I’expression de la dystrophine de maniere
dose-dépendante dans les muscles squelettiques sans effet secondaire important. Par contre,
il ont montré une faible efficacité dans le muscle cardiaque et I’absence d’amélioration signi-

ficative de la fonction motrice [Goemans 2011, Cirak 2011].

Les essais cliniques réalisés ont démontré la faisabilité de la thérapie par saut d’exon
mais plusieurs obstacles demeurent. L’un des probléemes majeurs est 'efficacité variable du
saut d’exon selon les cellules musculaires, notamment sa faible efficacité dans le muscle
cardiaque et 'autre probleme majeur est une rapide dégradation des AON. Des tests pré-
cliniques sur les animaux ont montré que méme avec de tres fortes doses ’AON (au moins
10 fois les doses utilisées en essai clinique), il n’y a pas d’expression uniforme de dystrophine
dans les muscles squelettiques et il n’y a qu'une faible expression dans le coeur [Lu 2005,
Yokota 2009]. Récemment, de nouveaux AON couplés a des peptides ont été développés, les
PPMO [Moulton 2010, Yin 2008]. Ces PPMO semblent présenter une meilleure efficacité de
pénétration notamment dans le coeur tout en étant utilisés a des doses et des fréquences
d’injection réduites [Jearawiriyapaisarn 2010].

Une deuxieme approche est I’encapsulation d’un oligonucléotide anti-sens dans un vecteur
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viral de la méme maniere que pour la thérapie génique [Goyenvalle 2004]. Cette approche
permettrait une dissémination durable des AON au corps entier avec une seule injection
[Denti 2006]. Cette approche est pour l'instant a un stade pré-clinique et 1'utilisation d’un
vecteur viral pose les mémes problemes que pour la thérapie génique.

Malgré les avancées majeures que la thérapie par saut d’exons a réalisé, I'applicabilité de
cette thérapie personnalisée demeure un probléeme majeur. En effet, méme si le saut d’exons
peut théoriquement étre appliqué a 83% des mutations observées chez les patients DMD,
il nécessite le développement de nombreux AON ciblant différents exons correspondant aux
mutations. Outre les probléemes de développement de ces AON et le surplus de cofit, le prin-
cipal probléme est la mise sur le marché de ces AON. Chaque AON, considéré comme un
nouveau médicament, doit subir le long et coliteux processus d’autorisation de mise sur le
marché. En outre, plusieurs AON développés pour corriger des mutations rares ne pourraient
pas passer les différentes phases d’essais cliniques faute d’un nombre suffisant de patients et

seraient trop chers a produire [Bloetzer 2012, Goyenvalle 2011, Fairclough 2011].

Pour contrer ce probléme, certaines études préconisent d’utiliser un saut d’exon multiple,
comme par exemple, le saut des exons 45 a 55 qui permettrait de corriger a lui seul pres de
60% des patients DMD [Beroud 2007]. Cependant, cette mutation pose probléme puisqu’elle
tronque le domaine de liaison a la nNOS et est associée chez certaints patients a un phénotype
BMD sévere [Gentil 2012].

D’une maniere générale, le choix des exons a masquer dans le cas des thérapies par saut
d’exons dépend uniquement du nombre de patients DMD que ce saut pourrait potentiel-
lement guérir et de la facilité de mise au point de 'AON correspondant. La sévérité du
phénotype de certains patients BMD présentant la mutation en phase ciblée et la fonction-
nalité de la dystrophine tronquée produite ne sont donc jamais pris en compte dans ce choix.

Ceci souleve donc la question de 'efficacité potentielle de la thérapie par saut d’exons.

1.2.5.3 La thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire utilise des cellules souches pour corriger le phénotype des patients
DMD [Farini 2009, Blau 2008, Fairclough 2011]. Une fois transplantées chez le patient, ces
cellules doivent fusionner avec les myotubes existant ou en former de nouveaux conduisant a
la production d’une dystrophine fonctionnelle [Price 2007]. Actuellement, il existe deux stra-
tégies. La premiere utilise les cellules du patient modifiées génétiquement pour produire une
dystrophine fonctionnelle puis réinjectées chez le patient [Mendell 2006, Chakkalakal 2005].
La deuxieme stratégie utilise les cellules souches d'un donneur sain et injectées chez le
patient [Farini 2009, Partridge 2004]. Les deux méthodes ont leurs avantages et leurs in-
convénients. L’utilisation de cellules du patient permet d’éviter une réponse immunitaire

mais leur modification génétique présente une difficulté supplémentaire ainsi que des effets
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indésirables tels que la transformation des cellules souches pouvant conduire a leur mort
[Riviere 2006, Hacein-Bey-Abina 2003|. L’utilisation de cellules souches d’'un donneur sain
ne nécessite pas de modification génétique mais elle présente un risque de rejet et néces-
site donc une bonne compatibilité immunitaire entre le donneur et le receveur ainsi que
I'utilisation d’immunosuppresseurs.

En théorie, la thérapie cellulaire est tres prometteuse. En effet, un petit nombre de cellules
couplées a un facteur de croissance est nécessaire pour obtenir un effet thérapeutique, mais
en pratique, elle présente encore de nombreux obstacles [Price 2007]. Actuellement, plusieurs
recherches portent sur différentes lignées de cellules souches avec des degrés de pluripotence
et des potentiels myogéniques différents [Rouger 2011, Farini 2009, Price 2007]. Quelque soit
le type de cellule étudié, les trois principaux critéres pour obtenir une thérapie efficace sont
la survie, la capacité migratoire et la faible immunogénicité des cellules souches étudiées.
Actuellement les cellules présentant les meilleures chances de succes sont les mesangioblastes
[Price 2007] et les cellules CD133+ [Torrente 2007).

1.2.5.4 La translecture du codon STOP

La translecture du codon STOP peut étre appliquée aux patients présentant une mutation
non-sens (mutation conduisant a la génération d’un codon STOP) qui représentent environ
13% des patients DMD [Fairclough 2011, Bloetzer 2012].

Les antibiotiques amino-glycosides permettent aux ribosomes d’ignorer les codon STOP
et de continuer la synthese de la protéine. Un essai clinique avec la gentamicine a montré une
augmentation de I’expression de la dystrophine et une baisse du taux de créatine kinase dans
le muscle squelettique mais il n’a été démontré aucun bénéfice clinique et des questions sur
sa toxicité ont été soulevées [Malik 2010]. Une deuxiéme molécule est a l'essai : I'ataluren
(PTC124). Cette molécule agit exclusivement sur les codon STOP prématurés. Plusieurs
essais cliniques ont été réalisés (dont un en phase IIb) mais les premieres analyses n’ont pas
montré d’amélioration significative [Welch 2007, Finkel 2010]. Tous les essais cliniques ont

donc été arrétés mais devraient reprendre prochainement.

1.2.5.5 La surexpression de 'utrophine

La surexpression de l'utrophine est une thérapie visant a compenser I'absence de dys-
trophine par une surexpression de son paralogue : l'utrophine. L’utrophine et la dystro-
phine ont une taille et une structure proche et partagent de nombreux domaines de liaisons
[Fairclough 2011, Tinsley 1992, Winder 1995b]. Cependant, I'utrophine est treés peu présente
dans les muscles squelettiques adultes et est incapable d’assurer toutes les fonctions de liai-
son de la dystrophine (voir 1.1.2.5). Différentes molécules sont étudiées afin de sur-activer le

promoteur A responsable de l'expression musculaire de 1'utrophine [Fairclough 2011].
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Des études chez la souris ont montré une amélioration du phénotype dans des conditions
de vie sédentaires par la restauration du complexe associé a la dystrophine au sarcolemme
[Tinsley 1996, Gilbert 1999]. Le méme type d’étude réalisé chez le chien a également montré
une amélioration du phénotype [Cerletti 2003]. Cependant en 2010, Li et al., ont démontré
que I'utrophine ne compensait pas completement la dystrophine chez les souris faisant de
I'exercice [Li 2010]. Un essai de phase I a été réalisé sur une molécule ayant démontré son po-

tentiel thérapeutique chez la souris en diminuant le taux de membranes 1ésées [Tinsley 2011].
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1.3 L’apport de la bioinformatique

Depuis les années 1970, les avancées en biologie moléculaire et en génomique ont conduit
a une explosion de la quantité d’information générée nécessitant 1'aide de l'informatique
pour les traiter. C’est ainsi que naquit la bioinformatique. Il est cependant difficile de
dater précisément son apparition mais le terme de bioinformatique apparait pour la pre-
miere fois en 1977 lorsqu’il est utilisé par Paulien Hogeweg pour décrire la nouvelle équipe
qu’il souhaite former & I'université de Utrecht [Hogeweg 1978]. C’est dans les années 1990
que la bioinformatique prend son essor avec la création du National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI) aux USA et la conférence “Bioinformatics in the 90s” en Europe
[Attwood 2011]. A l'origine cantonnée a la création de bases de données pour stocker es-
sentiellement des séquences nucléotidiques et protéiques, la bioinformatique est maintenant
un champ de recherche multidisciplinaire aux frontieres de la biologie, de l'informatique,
des mathématiques, de la physique et de la chimie. Le champ d’application de la bioin-
formatique est vaste et comprend, la génomique, I’écologie, la biologie structurale et la
biologie cellulaire. La bioinformatique est difficile a définir, mais le NCBI en propose la
définition suivante : " la bioinformatique est le domaine de la science ou la biologie, 'in-
formatique et la technologie de 'information se rassemblent pour former une seule disci-
pline" (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/bioinformatics.html). Par ana-
logie avec les études in vivo et in vitro, on parle alors d’études in silico (expression formée

a partir du mot silicium, un composant majeur des ordinateurs).

1.3.1 Dates importantes dans I’histoire de la bioinfor-

matique

e 1951 Pauling et Corey proposent la structure de I’hélice o et du feuillet .
e 1953 Watson et Crick proposent le modele de la double hélice d’ADN basé sur des
données de rayons X obtenues par Franklin et Wilkins.
e 1955 Sanger propose la premiere séquence d’une protéine : 'insuline bovine.
e 1960 Découverte d’un lien entre séquence ADN et séquence protéique.
Lien entre séquence et structure (Globines, Perutz).
e 1965 L’ "Atlas of Protein Sequences and Structures" est publié par Dayhoff et. al.
e 1966 Découverte du code génétique.
e 1970 L’algorithme d’alignement de séquences de Needleman-Wunsch est publié.
e 1972 La premiere molécule d’ADN recombinant est créée par I’équipe de Paul Berg.
e 1974 "Prediction of Protein Conformation" (Chou et Fasman)
e 1977 La Protein Data Bank est publiée.
Maxam, Gilbert et Sanger publient la méthode de séquengage de I’ADN.

Premiere simulation de dynamique moléculaire d’une protéine.
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e 1980 La premiere séquence d'un génome entier est publiée (FX174).
e 1981 L’algorihme d’alignement de séquences de Smith-Waterman est publié.
e 1985 La réaction de PCR est décrite par Mullis et. al.
e 1986 Apparition du terme "Génomique".
La base de données SWISS-PROT est créée.
e 1988 Création du National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Développement de CLUSTAL.
e 1990 Le programme BLAST est implémenté.
e 1991 Création des séquences EST (expressed sequence tag).
Création de 'European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) a Cambridge.
e 1995 Séquencage des premiers génomes bactériens.
e 1996 Séquencgage de la levure Saccharomyces cerevisiae (12,1 Mb).
e 1998 Séquencage du premier génome d’organisme multicellulaire.
La fondation Swiss Institute of Bioinformatics est créée.
e 2001 Publication de la séquence génome humain.
Depuis les années 2000, ’acquisition de nouvelles données s’accroit de fagon exponentielle

et la bioinformatique est devenue indispensable pour analyser cette masse de données.

1.3.2 Les bases de données

1.3.2.1 Une nécessité pour la recherche actuelle

Les bases de données biologiques représentent une importante section de la bioinforma-
tique dont les plus connues sont GenBank, Swissprot et la Protein Data Bank (PDB). Ce
sont des systemes structurés de données persistantes, généralement associées a un programme
permettant de faire des recherches et de mettre a jour les données du systéme [Thampi 2009].
En bioinformatique, les bases de données relationnelles sont le standard actuel. Elles peuvent
étre représentées comme un ensemble de tableaux contenant le méme type de données et as-
sociés entre eux par des relations. En recherche, les deux principaux intéréts de 'utilisation
des bases de données sont (1) un acces facile et rapide aux informations et (2) une ex-
traction simple des informations nécessaires pour répondre a la question biologique. Depuis
I’avenement d’internet, les bases de données sont généralement accessibles grace a un site
internet permettant ’acces aux données par 'intermédiaire de formulaires a remplir. L’ac-
ceés aux données est donc facilité puisqu’il ne nécessite pas de connaissances en langage de
programmation mais en contre partie il est restreint a quelques questions. Il n’existe pas de
chiffres précis concernant le nombre de bases de données biologiques mais I’apparition récente

de journaux dédiés montre I'importance grandissante de cette branche de la bioinformatique.

A Torigine, les premieres bases de données bioinformatiques (EMBL, Genbank, DDBJ,



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE 492

Swissprot, TrEMBL, PIR-NBRF, UniProt) étaient des bases généralistes, congues pour
héberger des séquences nucléiques ou protéiques. Ces banques s’échangent systématique-
ment leur contenu depuis 1987 et adoptent un systéme de conventions communes (The
DDBJ/EMBL/GenBank Feature Table Definition). Aujourd’hui, les bases de données contiennent
toutes sortes de données générées au fur et a mesure des avancées de la recherche en biolo-
gie, comme par exemple les annotations de génomes, les données d’interactome, les struc-
tures de protéines et les sites de coupure d’enzyme de restriction... La quantité de don-
nées évolue également et est en croissance exponentielle, comme par exemple pour Genbank
[Botstein 1997, de Brem 2012|. Les bases de données sont donc devenues un outil d’analyse
important en biologie. C’est le cas, par exemple, de Pubmed, qui permet I'acces a la base de
données bibliographique MEDLINE, rassemblant des citations et des résumés d’articles de

recherche biologie et en médecine.

1.3.2.2 Les bases de données générales et les base de données spé-
cifiques

Alors que les bases de données généralistes citées précédemment se concentrent sur un
seul type de données et tendent a étre exhaustives. Les bases de données dites "spécialisées"
sont crées en fonction des besoins spécifiques liés a l'activité d’un groupe de chercheurs
et sont souvent créées au sein des laboratoires. Elles sont d’intérét divers et la masse des
données qu’elles contiennent varient d’une base a une autre. Ces bases correspondent a des
améliorations ou a des regroupements par rapport aux données issues des bases généralistes.

Les bases de données spécifiques sont créées pour répondre a une question spécialisée,
comme par exemple les bases de données qui analysent un gene responsable d’une maladie :
les bases de données gene-spécifique (LSBD). Ces bases de données sont standardisées car
elles sont réalisées a partir de logiciels développés spécifiquement pour ce type de base de don-
nées (ex : LOVD [Fokkema 2005, Fokkema 2011], UMD [Béroud 2005]). Les bases de données
gene-spécifiques rassemblent des données sur les mutations et les polymorphismes observés
chez des patients pour une pathologie donnée. Elles peuvent également contenir des informa-
tions cliniques et biologiques détaillées utiles pour le diagnostic [Humbertclaude 2010]. Ces
bases de données ont pour but d’étudier les corrélations génotypes - phénotypes mais sont
bien souvent confrontées au probléme de I'analyse des données phénotypiques. En effet, ce
type de données tres hétérogene est souvent renseigné sous forme simple et non standardisée,
par exemple, sous forme de texte avec peu de détails [Patrinos 2005]. Ce type de données est
tres difficile, voire impossible a analyser de facon automatisée dans une base de données. Ce-
pendant, depuis quelques années, un effort de standardisation a été réalisé a ’aide d’experts
afin de créer un langage commun pour décrire, collecter, analyser les alléles, les génotypes et
les phénotypes a 1’échelle nationale et internationale [Humbertclaude 2010, Claustres 2002].

Ce travail nécessite de reprendre les dossiers des patients un par un, parfois de les compléter
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en réalisant de nouvelles analyses ou en réintérrogeant les médecins qui ont posé le diagnostic.

Ces données en cours de réannotation sont, bien souvent, publiquement inaccessibles.

1.3.2.3 L’intérét d’une base de données spécifique a la dystrophine

Il existe deux bases de données publiques spécifiques du gene DMD : la Leiden Muscular
Dystrophy database [White 2006] et 'UMD-DMD [Tuffery-Giraud 2009]. La Leiden Mus-
cular Dystrophy database collecte 'ensemble des mutations du gene DMD publiées dans la
littérature ou soumis par des contributeurs et inclut quelques détails phénotypiques et biochi-
miques. L’UMD-DMD fournit des informations moléculaires et cliniques de patients francais
ayant une mutation sur le gene DMD. Ces bases de données contiennent des mutations en
phase et hors-phase du gene et ciblent les informations génétiques. Elles visent a établir
une corrélation génotype - phénotype. Cependant, elles n’apportent pas d’information sur
la dystrophine produite. Or la connaissance de la structure et la fonction de la dystrophine
native ainsi que des dystrophines tronquées produites suite a des mutations en phase est
primordiale pour proposer une telle corrélation génotype - phénotype. Par conséquent, nous
proposons d’établir une base de données spécifique de la dystrophine ciblée sur la protéine

en complément des bases de données gene-spécifique existantes.

1.3.3 La modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire des protéines est une méthode théorique a la frontiere entre la
biologie, la chimie et la physique utilisant des moyens informatiques. Elle permet de prédire la
structure tridimensionnelle de molécules ainsi que leurs interactions les unes avec les autres.
Elle est utilisée a des fins prédictives et explicatives. La plupart des méthodes de prédiction
in silico de structure de protéines repose sur ’hypotheése thermodynamique de Anfinsen
[Anfinsen 1973]. Selon cette hypothese, la structure tridimensionnelle d’une protéine dépend
de sa séquence en acides aminés et la prédiction consiste a trouver la structure de plus faible

énergie.

1.3.3.1 L’intérét de la modélisation par homologie

La fonction des protéines dépend de leur structure tridimensionnelle, c¢’est-a-dire de la
maniere dont les acides aminés de la chaine polypeptidique s’agencent les uns par rapport
aux autres dans l'espace. En général, une protéine est fonctionnelle dans son état replié
(natif). La connaissance de la structure des protéines est donc essentielle pour comprendre
leur mécanisme de fonctionnement.

Il existe plusieurs méthodes expérimentales pour obtenir la structure tridimensionnelle a

haute-résolution des protéines : la cristallographie et la diffraction a rayons X et la Résonance
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Magnétique Nucléaire (RMN). Lorsque la structure d’une protéine est résolue expérimenta-
lement, elle est déposée dans la Protein Data Bank (PDB). Ces techniques sont cotiteuses,
difficiles et longues & mettre en place. Au regard du nombre de protéines découvertes (536
000 séquences référencées dans UniProtKB/Swiss-Prot en 2012), il est impossible de pro-
poser une approche expérimentale pour caractériser la structure de toutes ces protéines (77
000 structures de protéines dans la PDB en 2012). De plus, les techniques expérimentales se
heurtent souvent a des problemes de faisabilité, comme c’est le cas pour les répétitions de la
dystrophine. Dans ce type de cas, des méthodes basse résolution comme la cryo-microscopie
et la diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) peuvent étre mises en place.
Lorsqu’aucune structure n’est disponible, la méthode de prédiction de structure tridi-
mensionnelle la plus utilisée est la modélisation par homologie. Elle est basée sur un concept
simple : des protéines (ou des domaines protéiques) qui sont proches d’un point de vue évo-
lutif ont tendance & adopter une structure tridimensionnelle proche [Venclovas 2012]. Par
conséquent, une ou plusieurs structures de protéines homologues sont utilisées comme pa-
tron pour réaliser un modele par homologie. Les structures 3D sont considérées comme la
caractéristique la plus conservée au cours de I’évolution et c’est particulierement vrai pour
les faisceaux d’hélices comme dans la dystrophine qui sont, par conséquent, de bons candi-
dats pour la modélisation par homologie [Parry 2008]. Lorsqu’aucune structure de protéine
homologue n’est disponible des méthodes de prédiction de repliement ab-initio (folding) sont

utilisées.

L’approche in silico de modélisation par homologie comporte quatre étapes principales
(figure 1.22) [Venclovas 2012, Venselaar 2010] :

e Identification de protéines homologues dont les structures expérimentales sont
disponibles pour étre utilisées comme patron (étape 1 de la figure 1.22). Ces protéine-
patrons sont généralement recherchées a l'aide d’outils de recherche d’homologie de
séquences interrogeant des bases de données, comme par exemple la Protein Data
Bank [Cozzetto 2009]. L’étape initiale de choix du patron est cruciale pour obtenir
un modele par homologie de qualité. Par conséquent, quand plusieurs patrons sont

disponibles, ils sont utilisés pour proposer un modele plus robuste.

e Alignement de la séquence d’acides aminés de la protéine a modéliser et de
celle du (des) patron(s) choisi(s) (étape 2 de la figure 1.22). Afin d’obtenir le meilleur
alignement possible, les logiciels utilisent une combinaison de plusieurs algorithmes. La
séquence alignée est alors séparée en régions conservées et régions variables (boucles)

afin d’optimiser I'alignement de ces régions variables.

e Création du modele 3D a partir de I’alignement de séquences précédemment réalisé
(étapes 3 a 6 de la figure 1.22). Les coordonnées des acides aminés identiques sont

reprises pour créer le modele de la protéine d’intérét alors que seules les coordonnées
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du squelette (backbone) des acides aminés similaires sont reprises puis complétées
en ajoutant les chaines latérales. La modélisation des boucles est une étape délicate et
nécessite un traitement particulier basé sur des alignements structuraux. Le modele est
ensuite optimisé et minimisé. Il est enfin vérifié pour minimiser les angles de torsion non

permis, minimiser le nombre de mauvais contacts, maximiser les liaisons hydrogenes.

e Vérification de la qualité du modele créé (calcul d’un score de qualité) (étapes 7
et 8 de la figure 1.22). Si la qualité est satisfaisante, 'ensemble des cordonnées des
atomes de la protéine sous format pdb est retourné; dans le cas contraire, les étapes
précédentes sont réitérées.

6: Mocel
cptimization

7 Madel

5: Sidechain validation

modeling

Model!

8: Iteration

A:Loep W
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1: Template recognition SEq uence

and initial alignment
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FIGURE 1.22 — Description des étapes de modélisation moléculaire par homologie [Venselaar 2010).

Les méthodes de prédiction de structure tridimensionnelle de protéines sont en améliora-
tion permanente, notamment grace a I'impulsion du "concours' CASP (Critical Assessment
of Techniques for Protein Structure Prediction) qui est organisé tous les deux ans depuis
1994 [Kryshtafovych 2011b]. Ce concours permet & des groupes de recherche de tester leurs
méthodes de prédiction de maniere objective en prédisant la structure de plusieurs pro-
téines. Les structures de ces protéines ont été résolues expérimentalement mais les concur-
rents n’ont acces qu’a la séquence protéique. Les modeles obtenus sont alors comparés aux
structures expérimentales afin de proposer un classement des méthodes les plus efficaces
[Kryshtafovych 2011a].
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1.3.3.2 Les champs de force

Afin de calculer les forces nécessaires pour caractériser les interactions intra- et extra-
moléculaires qui participent au repliement des molécules, il est nécessaire d’utiliser un champ
de force [Bordner 2012]. Un champ de force est défini comme 'ensemble des équations et des
parametres qui permettent de décrire quantitativement I’énergie d’un systeme chimique. Les
champs de force sont utilisés en modélisation par homologie pendant 1’étape de construction
du modele 3D. Ils corrigent la géométrie de la protéine, évitent les conflits stériques et les
recouvrements atomiques, sélectionnent le modele le plus proche de la structure native et
évaluent la qualité du modele final. Ils sont également utilisés en dynamique moléculaire (cf.
section 1.3.3.3).

On distingue notamment des champs de force tout-atome et gros grain. Les champs de
force tout-atome, comme par exemple AMBER [Duan 2003], CHARMMZ27 [Zhu 2012] ou
GROMOS [Oostenbrink 2004] décrivent les protéines au niveau atomique. Ils permettent
de caractériser chaque atome par des liaisons, angles, diedres, interactions d’attraction -
répulsion et des charges électrostatiques. Les champs de force gros grains comme par exemple,
MARTINI [Monticelli 2008] utilisent des "pseudo-atomes" représentant un ensemble d’atomes
diminuant ainsi les calculs afin d’accélérer I’échantillonnage conformationnel et d’accélérer
la simulation.

L’utilisation des champs de force pour étudier les protéines permet également de se
rapprocher des conditions physiologiques en prenant en compte la présence d’un solvant (en
général, eau et ions). Cette solvatation peut étre explicite en incluant des molécules d’eau et
des ions ou implicite ou le solvant est représenté par une fonction mathématique. Les champs
de force en solvant implicite sont plus approximatifs mais diminuent considérablement les
cotits de calcul.

Le choix du champ de force dépend donc de ce que I'on souhaite modéliser (protéine,
ligand...), de la durée de simulation et de la précision que 'on souhaite obtenir et de la

puissance de calcul dont on dispose.

1.3.3.3 La dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire (DM) est la méthode in silico la plus utilisée pour étudier les
propriétés dynamiques des protéines a I’échelle atomique dans le cas d’une simulation tout-
atome [Cramer 2004]. Elle permet, par exemple, d’étudier la stabilité d’une protéine, les
changements conformationnels et les interactions ligands-récepteurs. La premiere simulation
de dynamique moléculaire d'une protéine a été réalisée en 1977 sur une petite protéine de 500
atomes pendant 10 picosecondes [McCammon 1977]. De nos jours, grace a I'augmentation
de la puissance des ordinateurs (calculateurs) et I'optimisation des programmes, on peut
couramment réaliser des simulations de petites enzymes pendant quelques microsecondes ou

simuler des systemes contenant des millions d’atomes. Cependant, ce type de simulations
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nécessite plusieurs semaines de calculs.

L’amélioration de modeles par homologie grace a des simulations de DM est une méthode
tres largement utilisée [Nurisso 2012]. Les simulations de DM permettent de pallier un affi-
nement insuffisant des modeles qui est une des principales sources d’erreurs en modélisation

par homologie.

Principe général

La dynamique moléculaire évalue ’évolution d’un systeme (ici la structure ou ’agence-
ment des atomes d'une protéine) en intégrant numériquement la seconde équation de mou-
vement de Newton (Eq. 1.1) [Leach 2001]:

d’z; _F (x;)
dt? N m;

(1.1)

ou a; est 'accélération de la particule i au temps ¢ déterminée par la force F(z;) agissant

sur une particule ¢ de masse m; a la position x;. La force F(x;) est calculée a partir de
I'équation du champ de force choisi en dérivant 1'expression du potentiel d’énergie V' (z;).
NAMD utilise une fonction de potentiel d’énergie paramétrable suivant le champ de force
choisi (CHARMM ou AMBER) et décrite ci-dessous (Eq. 1.2 [Phillips 2005]):

Natom

V;fotal = Z ‘/bond(i) + ‘/angle@) + Vdihedral(i) + V;;dW (Z) + VCoulomb(i) (12)

i=1

ou Vot est le potentiel d’énergie totale, Vionq décrit les liaisons covalentes, Vg décrit
les angles entre deux liaisons peptidiques, Vyipearar décrit les angles de torsion, V4 décrit
les forces de van der Waal (intéractions a courte distance) et Viguoms décrit les intéractions
électrostatiques.

La position de chaque atome au temps ¢t dépend de sa position au temps t — 1 et de
sa vélocité durant dt. La vélocité d'un atome au temps t peut étre calculée en intégrant
I’équation de vitesse pour chaque atome a chaque pas de temps dt. Ainsi, il est possible
d’évaluer la position de chaque atome du systeme en fonction du temps. Le cotit des calculs
en dynamique moléculaire dépendent notamment du pas de temps. En théorie, le pas de
temps est déterminé par la vibration la plus rapide au sein de la molécule; dans le cas des
protéines, il s’agit de la vibration des liaisons hydrogenes. Le pas de temps maximum théo-
rique pour une protéine est donc de 0,5 fs (1071 s), mais son utilisation serait trop cotiteuse.
Par conséquent, des algorithmes particuliers (ex : SHAKE) sont utilisés pour augmenter ce

pas de temps a 2 fs afin de diminuer la complexité des calculs.

Ainsi, au cours de la dynamique moléculaire d'une protéine, une structure est produite
toutes les 2 fs. Chaque structure produite dépend de la structure précédente et on parle donc

de trajectoire. Le point de départ d’une trajectoire est aléatoire mais la trajectoire converge,
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quelque soit le point de départ, vers des conformations représentatives de la protéine. Ce-
pendant, un incident peut se produire sur une structure et se répercuter tout au long de la
trajectoire. Pour écarter ce biais, une simulation de DM doit étre reproduite plusieurs fois
avec un point de départ différent pour confirmer la convergence des trajectoires vers des

structures représentatives.

Déroulement d’une simulation de dynamique moléculaire
En pratique, les simulations de dynamique moléculaire comportent cing étapes [Nurisso 2012] :

e Préparation du systéme. La structure initiale (expérimentale ou modélisée) est
préparée en fonction du champ de force et des parametres choisis. Généralement, il
s’agit d’ajouter, dans le fichier de coordonnées, les atomes manquants (par exemple les
atomes d’hydrogene), d’attribuer les charges et de renommer les atomes en fonction
du champ de force. Dans le cas d’une simulation en solvant explicite, la protéine est
placée dans une boite ou des molécules d’eau et des ions sont ajoutés en fonction des

parametres du champ de force choisi (figure 1.23).

e Minimisation. La minimisation permet de relaxer le systeme et d’éliminer les mauvais
contacts afin d’éviter les changements de conformations trop brusques des le début de
la DM. La structure minimisée obtenue correspond généralement a un minimum local

proche de la structure de départ plutot qu’au minimum global d’énergie.

e Chauffage. Le systeme est lentement chauffé jusqu’a la température désirée afin de

lui apporter de 1’énergie.

e Equilibration. L’équilibration permet au systéme de se relacher et d’atteindre un
équilibre. Il est tres important de vérifier que le systeme converge vers un état d’équi-
libre avant de passer a l’étape suivante. Plusieurs analyses de la simulation peuvent
étre réalisées pour déterminer 1’état d’équilibre comme, par exemple, le calcul de la

déviation quadratique moyenne (RMSD) par rapport a la structure initiale.

e Production. La durée de cette phase est prédéterminée, elle est généralement la plus
longue. Durant cette phase, les données structurales et énergétiques du systeme sont
collectées a intervalle régulier afin d’étre analysées. Le but de cette phase est, généra-

lement, de collecter suffisamment de conformations représentatives de la protéine.
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FIGURE 1.23 — Exzemple d’une protéine (la dihydrofolate réductase) en présence de molécules d’eau
utilisée pour une simulation de dynamique moléculaire en solvant explicite.

1.3.3.4 Quelques succes en modélisation moléculaire

Lorsque la structure 3D d’une protéine n’est pas résolue mais qu’il existe suffisamment
d’informations sur sa structure, les approches de modélisation par homologie sont générale-
ment un succes [Nurisso 2012]. Plusieurs études de modélisation par homologie couplés a de
la dynamique moléculaire ont montré des résultats significatifs notamment dans le domaine
de la conception de médicaments (drug design en anglais) [Wyss 2003].

Alinsi, les récepteurs couplés aux protéines G sont tres étudiés car ils sont impliqués dans
de nombreux processus physiologiques et sont les cibles de nombreux médicaments. Dans
cette famille, la structure tridimensionnelle du récepteur aux opioides p a été modélisée
par homologie puis de courtes simulations de DM ont été réalisées dans un environnement
membranaire et aqueux. Le naltrexone, un médicament décrit comme antagoniste poten-
tiel [Metzger 2001], a ensuite pu étre arrimé (docké) sur le récepteur et les acides aminés
impliqués ont pu étre identifiés [Zhang 2005]. La modélisation de ce récepteur capable de
lier un antagoniste connu est la premiere étape pour construire un complexe d’interaction
comprenant le récepteur, un agoniste et une protéine G dans une matrice membranaire.

Les cytochromes P450 (CYP450) impliqués dans la dégradation des xénobiotiques dont
les médicaments sont également tres étudiés. Les structures de deux CYP450 murins
(CYP2C38 et CYP2C39) présentant des profils de sélectivité de substrats différents et une
tres forte identité de séquence (91,8%) ont été modélisées par homologie. Les modéles struc-
turaux affinés par de courtes DM ont ensuite permis de réaliser des amarrages de ligands.
Ainsi, I’étude a montré que le tolbutamide, un substrat commun aux deux enzymes, s’arrime
dans des orientations différentes dans leurs site actifs [Meng 2009]. Dans un deuxiéme temps,

la spécificité de I'acide rétinoique all-trans pour le CYP2C39 a été étudiée. La comparaison
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des sites actifs des CYP450, a permis d’émettre plusieurs hypotheses afin d’expliquer cette
différence d’affinité. Cette étude a ainsi mis en évidence les acides aminés essentiels a la
liaison aux substrats.

La modélisation moléculaire est également utilisée pour étudier les vecteurs de maladies
tropicales telle que la malaria causée par des parasites du genre Plasmodium. La structure
d’un fragment de la protéine de surface du mérozoite de Plasmodium vivax (PvMSP-1) a pu
étre modélisée par homologie et affinée par de courtes DM [Serrano 2006]. Le modeéle ainsi
obtenu a permis de décrire une poche d’interactions protéines-protéines. Ce modele ouvre de
nouvelles perspectives dans I’étude des modes d’action du parasite et dans la mise au point

d’agent anti-malaria.

1.3.3.5 L’intérét de la modélisation pour I’étude de la dystrophine

L’étude des répétitions de la dystrophine est un enjeu important pour comprendre la
corrélation génotype-phénotype des dystrophinopathies. En effet, la majorité des mutations
observées chez les patients se situent dans ce domaine central. Peu d’études sont réalisées
sur la dystrophine native et tres peu d’études existent sur les dystrophines tronquées pro-
duites. Or, il est primordial de connaitre la structure de la dystrophine et en particulier de
ses répétitions pour connaitre la fonctionnalité des dystrophines tronquées observées chez
les patients et des dystrophines créées pour les thérapies. Les études récentes décrivent le
domaine central de la dystrophine comme impliqué dans de nombreuses interactions au sein
de la cellule musculaire. La structure des répétitions du domaine central n’ayant pas été
résolue expérimentalement, il n’existe pas d’étude des interactions au niveau moléculaire de
ce domaine central.

Ainsi, nous proposons une étude de la structure du domaine central par une approche
de modélisation par homologie couplée a de la dynamique moléculaire. Cette approche per-
mettra d’étudier le comportement des dystrophines tronquées et de les comparer entre elles
pour aider a comprendre pourquoi certaines dystrophines tronquées sont associées a des

phénotypes plus ou moins séveres.
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1.4 Objectifs du travail

La dystrophine est une protéine impliquée dans les myopathies de Duchenne (DMD) et
de Becker (BMD). Malgré les nombreuses recherches cliniques et thérapeutiques effectuées
sur la DMD, le role moléculaire précis de la dystrophine est largement méconnu rendant la
corrélation entre génotype et phénotype difficile a établir. Cette corrélation est pourtant
indispensable pour proposer de nouvelles thérapies efficaces aux patients. C’est dans ce

contexte que se déroule ce travail de these.

Nous proposons d’aller plus loin dans la corrélation génotype-phénotype en étudiant la
fonctionnalité des dystrophines mutées exprimées chez les patients afin de répondre aux trois
questions suivantes :

e Comment la structure de la dystrophine permet-elle de comprendre sa fonction au sein

des cellules musculaires ?

e Que peut-on déduire des mutations en phase identifiées chez les patients ?

e Comment 'étude de la structure de la dystrophine et de ses mutations permet-elle de

corréler génotype et phénotype ?

Une des difficultés majeures pour 1'étude de la dystrophine est sa tres grande taille
(3685 acides aminés) qui rend tres difficile les approches expérimentales. C’est pour cela
qu’au sein de '’équipe, nous étudions cette protéine par fragments. Ces fragments sont
proposés en fonction de la présence d’'un domaine de liaison ou d’une région présentant des
mutations d’intérét. Afin de proposer des études multi-disciplinaires de ces fragments, la
méme stratégie est appliquée pour les différentes approches développées au sein de 1’équipe

dont celles développées dans ce travail de these.

Deux approches in silico ont été mises en place au cours de ce travail de these, I'une
étudie précisément la structure des répétitions du domaine central et I'autre propose une

vision plus intégrative de la dystrophine et de ses mutations.

Le chapitre 2 exposera l'utilisation couplée de la modélisation et de la dynamique
moléculaire effectuée sur une région précise de la dystrophine : le domaine central. Cette
approche permet de pallier a I'absence de structure expérimentale. Dans un premier temps,
I'étude des 24 répétitions natives de la dystrophine sera décrite. L’article correspondant
est disponible en annexe C. Dans un deuxiéme temps, ’étude des répétitions tronquées
sera présentée. Cette étude porte sur un fragment de dystrophine allant de la répétition
16 a 21 ou la région correspondante du gene a été identifiée comme hautement muta-
gene. La modélisation puis la dynamique moléculaire permettent de comparer le fragment

de protéine native avec quatre fragments de protéines tronquées identifiées chez des patients.



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE 52

Le chapitre 3 présente une approche plus globale des conséquences des mutations en phase
sur la fonctionnalité des dystrophines mutées. La base de données eDystrophin permet I'ana-
lyse d’une collection de plus de 200 mutations en phase. En effet, nous proposons une analyse
automatisée et prédictive des conséquences d’'une mutation sur les domaines de liaison et la
structure tridimensionnelle de la protéine produite suite a ces mutations en phase. De plus,
ces données sont mises en relation avec les données cliniques fournies par le Laboratoire de
Biochimie et de Génétique de I'Institut Cochin. La base de données est librement accessible
a l'adresse : http://edystrophin.genouest.org/ et l'article correspondant est disponible

en annexe D.



Chapitre 2

La modélisation des répétitions de la

dystrophine

L’étude du domaine central de la dystrophine par des approches de modélisation molé-
culaire s’est déroulée en deux temps.

Dans un premier temps, une étude, a laquelle j’ai participé, a été mise en place sur les ré-
pétitions de la dystrophine native. Cette étude a permis de mieux caractériser les répétitions
et de mettre en évidence leur hétérogénéité. Elle fait I'objet d’un article [Legrand 2011].

Dans un deuxieéme temps, nous avons étudié des répétitions tronquées observées chez des
patients. Nous nous sommes alors tout particulierement intéressés a la région comprise entre
les répétitions 16 a 21 qui comprend le point chaud de mutations codé par les exons 45 a
53. Nous avons ainsi comparé le fragment de protéine native a quatre fragments de protéines
tronquées correspondant a des mutations identifiées chez des patients. J’ai réalisé ce travail

en collaboration avec Olivier Delalande et Emmanuel Giudice.

2.1 Matériel et Méthodes

2.1.1 Prédiction de la structure 3D des répétitions

Le serveur I-TASSER [Roy 2010] a été utilisé pour générer les modeles par homologie.
I-TASSER, un des meilleurs programmes de modélisation au concours CASP, combine dif-
férentes approches telles que 'alignement structural, la prédiction ab initio et I’échange de

répliques (replicat exchange) par des simulations de Monte-Carlo (figure 2.1).

23
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FIGURE 2.1 — Protocole d’I-TASSER pour prédire la structure d’une protéine [Zhang 2007]. La
premiére étape est lalignement structural (threading) sous la forme d’alignements profil a profil

(PPA) de la séquence cible contre une bibliothéque représentative de la PDB. Cet alignement est
réalisé avec différentes combinaisons de modéles de Markov, de profils PSI-BLAST et d’algorithmes

d’alignement afin d’obtenir des structures-patrons. Les régions de la protéine cible s’alignant avec
des structures-patrons sont modélisées. Les régions non alignées (principalement des boucles) sont
modélisées par des méthodes ab initio. Les modéles des régions sont assemblés et subissent des
échanges de répliques par simulations de Monte-Carlo. Les structures sont ensuite regroupées (clus-
tering) et un modéle correspondant au centre du groupe est extrait. Ce modéle est ensuite affiné
par la méme méthode que lors de l’assemblage précédent. Le modéle de plus basse énergie est alors

choisi comme modéle final.

I-TASSER propose un a cinq modeles structuraux par séquence soumise (voir annexe
A pour un exemple de résultats). Ces modeles sont accompagnés d’'un score qualitatif, le

C-score (Eq. 2.1 [Zhang 2008]), qui varie de -5 & 2 : plus ce score est élevé, plus le modele

proposé est de qualité.

M 1 L Z(0)
— =1 = 2.1
= score =In 71— % prop * L, Zo(i)( )

ou M est la multiplicité des structures dans le groupe (cluster) ; My, est le nombre total
de structures I-TASSER du groupe; RMSD est ’écart quadratique moyen entre le modele
final et la structure centrale du groupe; Z(i) est le meilleur score de 'algorithme PPA et
Zy est un score spécifique au programme PPA qui distingue les bonnes et les mauvaises
structures-patrons (Zo(1) = 7,05 Zy(2) = 8,5; Zy(3) = 8,0; Zp(4) = 10,5).

Les deux premiers termes de 1’équation prennent en compte le degré de convergence du
regroupement et le troisieme terme prend en compte la qualité de 'alignement structural.

L’étalonnage du serveur I-TASSER a été réalisé sur un lot de 300 protéines a un seul domaine,

non homologues et représentatives de la PDB.
Bien qu’I-TASSER soit un des meilleurs serveurs aux concours CASP, il possede quelques
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points faibles. En effet, il est optimisé pour des protéines comprenant entre 100 et 400
acides aminés et constituées d’un seul domaine. Nous avons donc pris en considération ces

limitations pour générer nos modeles.

Afin d’identifier les séquences des répétitions de la dystrophine, trois outils de recherche
de domaines ont été testés : Conserved domains [Marchler-Bauer 2009], Pfam [Finn 2010] et
SMART [Letunic 2009]. Ces outils n’ont pas pu identifier I'ensemble des 24 répétitions de la
dystrophine. En effet, Pfam, I'outil ayant identifié le plus de répétitions n’en a identifié que
16. Bien que les répétitions de la dystrophine soient homologues a la spectrine, leur motif
est plus permissif que celui de la spectrine et peut expliquer le faible taux de réussite de
Pfam. Cependant, ces outils ont permit d’identifier les autres domaines structuraux de la
dystrophine et leurs résultats sont intégrés dans la base de données eDystrophin décrite dans
le chapitre suivant.

Nous avons donc choisi d’utiliser l'alignement des répétitions réalisé par Winder
[Winder 1995a] (figure 1.8) pour borner les séquences primaires correspondant aux ré-
pétitions natives. De plus, 'utilisation de cet alignement permet d’étre en accord avec
les expérimentations réalisées au sein de l'équipe. Les répétitions ont été soumises en
tandem au logiciel de modélisation afin de conserver 1'hélice commune a deux répétitions
consécutives (linker) et ainsi chaque répétition est présente dans deux modeles, une fois
en position N-terminale et une fois en position C-terminale. Ainsi, nous avons réalisé des
modeles pour le tandem de répétitions R1-2, puis le tandem R2-3, etc... Les deux exceptions
sont les répétitions entourant des charnieres, les tandems R3-4 et R19-20 que nous avons
volontairement omis, ces répétitions étant séparées respectivement par les charnieres H2
et H3. Nous avons ainsi obtenu 21 modeles. Cette stratégie permet de modéliser chaque

répétition et 'ensemble des linkers entre les répétitions.

Nous avons généré les modeles des répétitions tronquées afin d’étudier les jonctions des
délétions. Nous avons donc choisi de modéliser les deux répétitions tronquées par la délétion
ainsi que les répétitions précédente et suivante. Soit, pour la délétion des exons 45 a 53,
on modélise la répétition nouvellement formée constituée des répétitions tronquées 17 et 21
ainsi que les répétitions 16 et 22. La séquence du fragment de protéine correspondante a été
soumise a [-TASSER afin de générer le modele par homologie.

Nous avons remarqué que lorsque les modeéles comprennent une charniere (H1 a H4), la
charniere est modélisée en hélices. Il s’agit 1a d’une faiblesse d’'I-TASSER qui modélise de
facon imparfaite les protéines multi-domaines. Ceci est particulierement remarquable dans
notre cas, puisqu’il existe peu de structures-patrons de charniéres alors que les structure-
patrons des répétitions de spectrine ont un bon score de similarité avec nos protéines. Nous
avons donc choisi de modéliser les charnieres séparément afin de ne pas biaiser le choix

d’une structure-patron. Ces charnieres ont ensuite été incorporées au modele des protéines
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tronquées selon le protocole décrit dans la figure 2.2. Ces modeles composés de deux blocs
sont ensuite minimisés avec le logiciel YASARA afin d’éviter les conflits stériques et les angles

de torsion non permis pour obtenir un modele relaxé.

modeéle I-TASSER "brut" modeéle I-TASSER
(del 6647..7120) H3 seul

@\U i/ modele I-TASSER modifié
(del 6647..7120)
R17

e i

Superposition des 5 premiers
acides aminés de H3 (jaune)

FIGURE 2.2 — Protocole de modification d’un modéle contenant une charniére. Le fragment de
protéine soumis a I-TASSER est notamment composé de la charniére H3 modélisée en hélices.
La charniére est également soumise a I-TASSER séparément. Dans un deuxiéme temps, H3 est
oté de la protéine tronquée a l’exception de ses 5 premiers acides aminés. Le modéle isolé de H3
est superposé avec la protéine tronquée sur les 5 premiers acides aminés puis les deux modéles
sont rassemblés dans un méme fichier de coordonnées PDB. Le nouveau modéle généré est ensuite
minimisé deux fois avec le logiciel YASARA.

Les modeles structuraux ont ensuite été soumis a plusieurs programmes de vérification
de la qualité des modeles (PROCHECK [Laskowski 1993], ProSA-web [Wiederstein 2007]
et Verify3D [Luthy 1992]).

L’ensemble des modeles générés est disponible dans la base de données eDystrophin

décrite dans le chapitre 3.

2.1.2 La dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire a été utilisée pour relaxer plusieurs modeles de répétitions
natives et tronquées. Plus précisément, les modeles structuraux ont été optimisés en per-
mettant des changements conformationnels autorisés. Je n’ai pas participé aux simulations
de dynamiques moléculaires des répétitions natives, je ne détaillerai donc pas le protocole
ici mais il est disponible dans 'article en annexe C. Le protocole d’analyse des répétitions
tronquées que j’ai mis en place s’inspire cependant de celui-ci. Les simulations tout-atome et
gros-grains ont été réalisées en présence d'un solvant explicite. Seules les protéines A45-49
et A45-51, ont été, sur la période de cette these, soumises a des simulations gros-grains.

Par convention dans cette these, le terme de structure sera employé pour

parler des conformeres générés par la DM bien que la structure de départ soit
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un modele.

2.1.2.1 Les modeles de dystrophines tronquées choisis

La dystrophine étant trop grande pour étre simulée en entier (3685 acides aminés), nous
avons choisi de nous intéresser a la région comprenant le point chaud de mutation de la
dystrophine : la région allant de la répétition 16 a 21 du domaine central. Trois régions
d’interactions ont été caractérisées dans le fragment de protéine étudié ici : la fin du deuxiéme
domaine de liaison a ’actine, le domaine de liaison a la nNOS au niveau des répétitions 16
et 17 et une partie du domaine de liaison aux lipides entre les répétitions 16 et 19.

Nous avons effectué les simulations de DM sur cing protéines : la dystrophine native
R16-21 et quatre dystrophines tronquées observées chez des patients et nommées en fonction
des exons supprimés (figure 2.3 et tableau 2.1). L’alignement des séquences primaires des
cinq protéines est en annexe B. Les délétions de ces quatre protéines commencent toutes
a l'exon 45 mais se terminent différemment. Les répétitions tronquées formées au point de
jonction commencent donc toutes par la région N-terminale de la répétition 17. Ainsi nous
avons choisi de noter ces répétitions R17//X ou X est la répétition tronquée se situant apres

la délétion.

R16-21

Delta 45-47 w
Delta 45-48 w RIS HZ  RZ0 RZ1

FIGURE 2.3 — Collection de protéines simulées en dynamique moléculaire. Les spots rouges in-
diquent la zone de troncature suite a des délétions d’exons.

Protéine Description Nb résidus | Nb atomes
R16-21 | R16 - R17 - R18 - R19 - 694 11419
H3 - R20 - R21
A45-47 R16 - R17//18 - R19 - 536 8827
H3 - R20 - R21
A45-48 R16 - R17//19 - 474 7810
H3 - R20 - R21
A45-49 R16 - R17//19 - 440 7265
H3 - R20 - R21
A45-51 R16 - R17//20 -R21 326 5435

Tableau 2.1 — Description des modéles de dystrophines simulées en dynamiques moléculaires.
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Les modeles par homologie décrits dans la 2.1.1 ont été rallongés pour réaliser les simu-
lations de DM. I-TASSER est optimisé pour modéliser des protéines de 300 a 400 acides
aminés, nous avons donc choisi de reconstruire les protéines simulées en DM a partir de pe-
tits fragments de protéines décrits dans la section 2.1.1. Ainsi, nous avons construit les cing
protéines d’intérét en combinant les modeles par homologie des tandems de répétitions, des
répétitions tronquées et de la charniere H3, tous soumis séparément au serveur I-TASSER.

Afin de reconstruire ces modeles, nous avons superposé les hélices B et C des répétitions
communes de chaque tandem de répétition puis nous avons réuni les deux modeles en coupant
au niveau de la boucle BC comme décrit dans la figure 2.4. Nous coupons dans les régions
les plus flexibles afin de maintenir les hélices intactes ainsi que les linkers. Ainsi, la premiere
étape de la construction de la protéine R16-21 a été la construction de R16-18 a partir des
tandems de répétitions R16-17 et R17-18. Les deux tandems de répétitions successifs ont
alors été superposés sur les hélices B et C de R17 puis les protéines ont été coupées au
niveau de la boucle BC pour réunir les deux tandems de répétition et former un modele a 3
répétitions. Le modele ainsi formé a subi une courte minimisation dans le logiciel YASARA

afin de 'optimiser.

modele I-TASSER R16-17

» -
Ry, oy
MWW

modele I-TASSER R17-18

Superposition des
régions communes
bleu foncé

v

modéle assemblé R16-18

FIGURE 2.4 — Protocole de construction d’un modéle avec trois répétitions a partir de deux modéles
de tandems de répétitions. La moitié de [’hélice B et U’hélice C de R17 communes au deux tandems
de répétitions R16-17 et R17-18 sont colorées en bleu foncé. Les deux modéles sont superposés sur
cette région. Chaque modéle est alors coupé au niveau de la boucle BC' (en jaune) entre les deux
hélices afin de réunir les deux tandems. Ainsi, un modéle a trois répétitions est construit.

Le méme protocole a ensuite été appliqué pour ajouter R19 a partir du tandem R18-19.
Ensuite, la charniere H3 a été ajoutée a R16-19 en utilisant une protéine tronquée possédant
la charniere H3 et I'hélice C de R19 dont la méthode de construction est décrite dans la
section 2.1.1. Les quatre derniers résidus de I'hélice C de R19 provenant de R16-19 et de
la protéine tronquée ont été superposés puis les coordonnées de la charniere ont été copiées
dans le modele de R16-19 afin de créer le modele R16-H3. De la méme maniere, la charniere
a été ajoutée au tandem de répétition R20-21. Enfin, les deux charnieres H3 des modeles
R19-H3 et H3-R21 ont été superposées sur les quatre premiers acides aminés de H3 afin de

réunir les deux modeles dans le méme fichier de coordonnées pour la protéine R16-21.



CHAPITRE 2. LA MODELISATION DES REPETITIONS DE LA DYSTROPHINE 59

Les modeles des protéines tronqués ont été construits sur le méme principe, a ’exception
de A45-51 qui, du fait de sa petite taille, a été soumise directement a [-'-TASSER. Les modeles
proposés par [-TASSER ont donc été allongés en reprenant les régions manquantes dans le
modele de R16-21 nouvellement créé. Ainsi, le modele initial de A45-47 comprenant les
répétitions R16, R17//18 et R19 a été allongé en ajoutant les régions H3, R20 et R21 en
superposant les quatre derniers acides aminés des deux modeles de R19. Le méme principe

a été utilisé pour construire les modeles initiaux de A45-48 et A45-49.

2.1.2.2 La dynamique moléculaire tout-atome avec NAMD

Les calculateurs utilisés

Nous disposions de quatre calculateurs pour réaliser les simulations de dynamiques
moléculaires : deux clusters de calculs locaux (Dolmen et Menhir) utilisés pour réaliser
les simulations de DM de la plus courte protéine tronquée (A45-51) et certaines ana-
lyses post-productions, et deux clusters de calculs nationaux (Jade et Vargas) du GENCI-
[CINES/IDRIS] utilisés pour simuler les quatre autres protéines (tableau 2.2). L'utilisation

de ces calculateurs a permit de paralléliser les calculs.

e Calculateur Dolmen | Menhir Jade Vargas
Caractéristiques
Noeuds 12 8 2880 112
CPU / noeud 4/8 12 8 32
Fréquence (GHz) 26 /2,1 2,4 2,8 /3 4,7
Total CPU 64 96 23040 3584
Parallélisation 12 CPU | 16 CPU | 512 CPU | 256 CPU

Tableau 2.2 — Description des calculateurs utlisés pour la dynamique moléculaire.

La préparation des systéemes

Les protéines ont été simulées en présence de molécules d’eau et d’ions en utilisant le pro-
gramme NAMD (2.7b2 ou 2.8) [Phillips 2005] et le champ de force CHARMM?27 [Zhu 2012].
Les modeles initiaux ont été solubilisés dans une boite d’eau rectangulaire générée grace a
I'extension Solvate du logiciel VMD [Humphrey 1996]. Les modeles ont tous été alignés selon
I'axe x. Des molécules d’eau de type TIP3P (modele a trois sites d’interactions correspon-
dant aux trois atomes de la molécule) ont été ajoutées en veillant a conserver au moins 25
A d’épaisseur autour de la molécule selon Paxe principal x et 35 A d’épaisseur autour de
la molécule selon les axes y et z (tableau 2.3). Afin de s’affranchir des effets de bord, les
simulations sont réalisées en conditions de limites périodiques, c’est-a-dire que la boite d’eau
contenant le modele est virtuellement répliquée dans les trois dimensions. Ainsi, un atome
sortant de la boite par une face est réintroduit dans la boite par la face opposée avec la

méme vitesse.
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Protéine | Nb de | Nb de | Nb total Taille initiale de
résidus | Na™ | d’atomes la boite (en A)
R16-21 694 18 652 306 170,22 X 117,48 X 335,71
A45-47 536 13 464 972 133,25 X 114,22 X 315,13
A45-48 474 7 391 994 135,55 X 113,16 X 264,01
A45-49 440 6 328 751 92,13 X 169,23 X 218,66
A45-51 326 3 223 727 | 113,25 X 109,93 X 186,185

Tableau 2.3 — Description des modéles de dystrophines simulés en dynamique moléculaire.

Les modeles ont ensuite été ionisés par l'intermédiaire de I'extension Autoionize de VMD
afin de neutraliser le systéme en ajoutant un minimum d’ions réduisant ainsi les probabilités
de conflits entre les protéines et les ions. Toutes nos molécules étant chargées négativement,

seuls des ions Na™ sont ajoutés.

L’étape de minimisation

Chaque systeme a été minimisé par la méthode du gradient conjugué en deux étapes de
10 000 pas chacune. La premiere étape a été effectuée en fixant les positions des atomes de
la protéine afin d’ajuster les positions des molécules d’eau et des ions autour de la protéine.
La seconde étape a été effectuée en laissant libre I'ensemble des atomes afin de minimiser

I’ensemble du systeme.

La structure minimisée obtenue est la structure considérée comme initiale

dans I’ensemble de ce chapitre.

Les étapes de chauffage et de production

Les systémes sont ensuite chauffés pendant 50 ps pour atteindre la température de 310K.
Ensuite des trajectoires d’au moins 30 ns ont été générées (tableau 2.5) avec un pas de
temps de 2 fs grace a l'algorithme SHAKE. Une structure est donc calculée toutes les 2 fs
mais on ne sauvegarde qu’une structure toutes les 500 calculées, soit une structure toutes les
picosecondes. Les interactions de van der Waals sont calculées avec un rayon de coupure de
12 A mais ramenées & 0 entre 10 et 12 A. Les interactions électrostatiques & longue distance
sont calculées avec la méthode du Particule Mesh Ewald (PME) [Cheatham 1995] avec un
maillage de 1 A=3. La température et la pression sont maintenues constantes, & 310 K et 1
atm, durant toute cette étape grace a la méthode de Berendsen. Le volume est quant a lui

variable.
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Nb total | Temps de Nb de Temps de
Protéine | d’atomes | simulation | structures | calcul sur 1 CPU

(ns) enregistrées (heures)
R16-21 652 306 40 40 000 72 000
A45-47 464 972 30 30 000 63 000
A45-48 391 994 35 35 000 32 000
A45-49 328 751 30 30 000 32 000
A45-51 223 727 30 30 000 27 000

Tableau 2.4 — Caractéristiques des trajectoires de DM.

2.1.2.3 La dynamique moléculaire gros grain avec GROMACS

La préparation et la minimisation des systémes

Les simulations de dynamique moléculaire gros-grain ont été réalisées avec le logiciel
GROMACS [Hess 2008] en utilisant le champ de force MARTINI [Marrink 2007] sur les
protéines A45-49 et A45-51. Le fichier de départ utilisé pour lancer une dynamique gros-
grain est le fichier de sortie de la minimisation NAMD présenté ci-dessus.

Contrairement, aux simulations tout-atome, les structures secondaires sont calculées par
I'outil DSSP puis fixées au départ dans le fichier de topologie [Frishman 1995]. Les fichiers
ont été préparés par I'intermédiaire des extensions de GROMACS.

Dans un premier temps, pour A45-49, une boite cubique a été ajoutée autour de la
protéine en veillant & conserver un écart de 25 nm (selon les 3 axes) entre la protéine et les
bords de la boite. Une courte minimisation de la protéine dans le vide par la méthode du
gradient descendant a été réalisée pendant 10 000 pas maximum.

Ensuite, des molécules d’eau gros-grain (soit 1’équivalent de quatre molécule d’eau tout-
atome) ont été ajoutées a la boite. Puis I’ensemble a été minimisé par la méthode du gradient

descendant pendant 25 000 pas maximum.

Nb total | Temps de Nb de Taille de
Protéine | d’atomes | simulation | structures la boite
(us) enregistrées (en A)
A45-49 126866 5 100 000 247 X 247 X 247
A45-51 128965 5 100 000 250 X 250 X 250

Tableau 2.5 — Caractéristiques des trajectoires de DM.

Les étapes de chauffage et de production

Le systeme est chauffé jusqu’a 303 K. Les simulations sont réalisées en conditions pério-
diques avec un pas de temps de 25 fs pendant 5 us. Une structure est donc calculée toutes

les 25 fs mais on ne sauvegarde qu'une structure sur 2000, soit une structure toutes les 50
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ps. La température et la pression sont maintenues constantes, a 303 K et 1 atm, durant
toute la simulation grace a la méthode de Berendsen. A l'issue de 1’étape de production, les

trajectoires contiennent 100 000 structures.

2.1.3 L’analyse des modeles des répétitions

2.1.3.1 Les tandems de répétitions

Les propriétés hydrophobes et électrostatiques des répétitions natives ont été analysées
et une relaxation de quatre de ces modeles (R1-2, R10-11, R15-16 et R23-24) a été réalisée
par dynamique moléculaire (cf. annexe C). Les modeéles ont été analysés graphiquement en
utilisant PyMOL et VMD. J’ai participé a cette étude en réalisant I'analyse des propriétés

électrostatiques des modeles.

2.1.3.2 Les répétitions tronquées

Les écarts quadratiques moyens (RMSD) des carbones a de chaque structure extraite de
la trajectoire de DM par rapport a la structure de son modele initial ont été calculés grace a
loutil ¢ rms de GROMACS. Par la suite, les analyses des trajectoires ont été réalisées sur
les 22 derniéres nanosecondes des simulations, qui apparait comme la période de stabilité la
plus longue, commune a I’ensemble des trajectoires apres analyse des tracés de RMSD. La
fluctuation des structures au cours des DM a été calculée par I'intermédiaire de ’extension
g_rmsf de GROMACS.

Les analyses visuelles ont été réalisées avec VMD et les structures secondaires ont été
calculées grace a I'extension STRIDE [Frishman 1995].

Le regroupement des DM tout-atome en structures représentatives (cluster) de chacune
des trajectoires de DM a été réalisé grace a 'outil Ptraj inclut dans AmberTools 12. Les
trajectoires ont ainsi été réduites en utilisant I'algorithme des k-moyennes (k-means) basé
sur un critere de distance entre les structures de facon a réduire la trajectoire en trois
groupes et & extraire une structure représentative moyenne par groupe (soit la structure
de la trajectoire la plus proche en RMSD de la structure moyenne calculée a partir de
I'ensemble des structures constituant le groupe). Le regroupement des DM gros-grains en
structure représentatives a été réalisé par l'extension ¢ cluster de GROMACS en utilisant
I’algorithme de Jarvis Patrick. Cet algorithme utilise I’approche des plus proches voisins pour
créer plusieurs groupes (non prédéterminés a ’avance contrairement a Ptraj). Les trajectoires
gros-grain balayent plus de conformations possibles que les trajectoires tout-atome et il est
donc nécessaire d’utiliser un algorithme plus élaboré que celui des k-moyennes pour les
regrouper.

L’analyse en composante principale qui a permit d’extraire les mouvements principaux

des protéines a été réalisée par 'intermédiaire des outils g covar et g anaeig de GROMACS.
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Les potentiels de surface électrostatiques et hydrophobes ont été calculés par I'intermé-
diaire des outils APBS [Baker 2001] et PLATINUM [Pyrkov 2009], respectivement.



CHAPITRE 2. LA MODELISATION DES REPETITIONS DE LA DYSTROPHINE 64

2.2 L’étude des répétitions natives

2.2.1 L’analyse des séquences primaires

Les séquences des 24 répétitions de la dystrophine ont un faible score d’identité mais
leur alignement révele la présence de motifs en heptade ou les résidus en positions a et d,
correspondant aux résidus hydrophobes, sont généralement conservés. Cependant, on observe
une permissivité dans ces motifs entrainant le décalage d’un résidu hydrophobe en position
+1 ou -1 et/ou la présence d’un résidu polaire en position a ou d.

Contrairement a ce qui est observé dans les répétitions de spectrines, on remarque la
présence de prolines dans la région entre deux répétitions successives. Sur les 21 modeles
de répétitions en tandem, sept structures conservent le motif en heptade au niveau de cette
jonction.

Le logiciel de prédiction de structure secondaire PSIPRED prédit que les répétitions
en tandem présentent entre 79 et 91% d’hélices . Cette prédiction est en accord avec les
données expérimentales de dichroisme circulaire précédemment réalisées [Le Rumeur 2003,
Legardinier 2009a, Mirza 2010]. Cependant, PSIPRED prédit une baisse du taux d’hélicité

au milieu des hélices B de chaque répétition.

2.2.2 L’analyse des modeles structuraux

I-TASSER a identifié des structures de répétitions de spectrine comme patron pour gé-
nérer les modeles de répétitions de dystrophine. Les C-score fournis par I-TASSER oscillent
entre -0.72 et 0.76 indiquant un repliement correct des modeles. De plus, les modeles ont
été soumis a plusieurs logiciels qui évaluent leur qualité et les résultats confirment que les
modeles sont de haute qualité.

Les modeles forment des faisceaux de trois hélices allongés d’environ 100 X 50 A (figure
2.5). Chaque répétition est composée de 3 hélices o A, B et C reliées par deux boucles AB
et BC, le tout organisé en faisceau de trois hélices. Ces répétitions s’enchainent et sont liées
par une hélice commune formée par I’hélice C de la premiere répétition et I’hélice A de la
suivante. La région au centre de I’hélice commune est appelée le linker. Le coude dans les
hélices B prédit par PSIPRED est présent dans toutes les répétitions a ’exception de R9
(modele R9-10) et R14 (modele R14-15). Ce coude est également présent dans la structure
cristallographique trés récemment obtenue de R1 [Muthu 2012] *.

1. Je n’ai pas pu analyser la structure cristallographique en détail car elle n’est pas encore publiquement
accessible.
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FIGURE 2.5 — A. Organisation de la structure tertiaire du modéle de répétition en tandem R1-2
obtenu par I-TASSER . B. Modéles par homologie de la structure tertiaire des 20 autres modéles
de répétition en tandem de la dystrophine.

Contrairement a ce qu’on aurait pu penser en se référant aux études sur la spectrine
[Mirijanian 2007], les linkers de dystrophine ne sont pas tous hélicaux et rigides. En effet,
un linker hélical a été observé dans 17 des 21 modeles. Les quatre linkers non hélicaux sont,
soit une boucle (R5-6 et R10-11), soit une longue boucle (R15-16), soit une cassure (R13-
14). La présence d’une ou deux prolines dans les linkers de R5-6, R10-11 et R13-14 peut
expliquer I'absence d’un linker hélical. Une insertion, précédemment décrite [Menhart 2006],
de 20 acides aminées entre les répétitions 15 et 16 peut expliquer la formation d’une boucle
dans notre modele.

Les linkers sont situés entre deux faisceaux d’hélices et interagissent avec la boucle AB du
premier faisceau et avec la boucle BC du deuxieme. Cependant, on observe que ces boucles
peuvent étre a des distances variables du linker en fonction de la taille des hélices B. On
observe, par exemple, que 'hélice B de R14 (modele R14-15) est plus courte que les autres
et place la boucle AB loin du linker diminuant le nombre de contacts entre le linker et la
boucle. A 'opposé, on remarque que dans le modele R4-5 la boucle AB de R4 est longue
et recouvre parfaitement le linker, suggérant des interactions entre le linker et la boucle AB
mais aussi avec la fin de I'hélice B. Cette hétérogénéité des linkers de la dystrophine pouvant

suggérer des propriétés dynamiques différentes.
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2.2.3 Les propriétés de surface des modeles structu-

raux

La surface des répétitions en tandem de dystrophine est majoritairement hydrophile (66,4
+ 3,5 %) comme c’est le cas pour la plupart des protéines cytoplasmiques (figure 2.6). Cepen-
dant, des différences de potentiel hydrophobe ont été observées entre les différents tandems.
Ainsi, les tandems R13-14 (27% d’hydrophobicité) et R14-15 (27,5% d’hydrophobicité) sont
les plus hydrophiles alors que le tandem R18-19 (40% d’hydrophobicité) est le plus hydro-
phobe. Plusieurs patches et sillons hydrophobes pouvant étre des sites d’interaction ont été

observés dans tous les tandems, particulierement dans R2-3, R5-6 et R10-11.
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FIGURE 2.6 — Potentiel d’hydrophobicité de surface des répétitions en tandems. Les potentiels ont
été calculés par Uintermédiaire du logiciel PLATINUM. A. L’échelle d’hydrophobicité utilisée est
vert - blanc - jaune, ot le vert représente les régions les plus hydrophiles. Les tandems de répétition
sont représentés avec l’extremité N-terminale a gauche. B. Histogramme du pourcentage de surfaces
hydrophobes de chaque tandem de répétition.

L’analyse par APBS [Baker 2001] des propriétés électrostatiques des répétitions met éga-
lement en évidence une grande hétérogénéité entre les différentes répétitions. L’utilisation
de PIPSA [Richter 2008] a permis de grouper les répétitions en fonction de leur potentiel
électrostatique de surface (cf. annexe C). Ainsi, on peut distinguer 4 groupes de répétitions
en tandem avec des propriétés électrostatiques différentes (figure 2.7). On remarque que les

groupes ne sont pas formés de répétitions successives.
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FIGURE 2.7 — Potentiel de surface électrostatique des répétitions en tandems et regroupement
des tandems de répétitions par PIPSA. A. Dendogramme généré par PIPSA. Les tandems ont été
regroupés en quatre groupes distincts en fonction de leurs potentiels de surface électrostatique. Les
quatre répétitions en tandem simulés en dynamique moléculaire sont soulignés. B. Représentation
des potentiels électrostatiques projetés sur la surface accessible au solvant de chaque tandem de
répétition. Les modéles sont colorés en fonction du potentiel électrostatique calculé par APBS en
présence de 50mM d’ions. Le gradient de couleur utilisé est rouge (négatif) - blanc - bleu (positif).

La définition de ces régions avec des propriétés différentes est en accord avec les diffé-
rentes zones d’interactions aux lipides et aux protéines partenaires définies antérieurement a
I’exception des régions fortement chargées négativement R1-3 et R18-19 qui, curieusement,

présentent de fortes propriétés de liaisons aux lipides anioniques [Legardinier 2009b]. La ré-
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gion R10-17 possede de grands patchs chargés positivement et négativement et a la capacité
de lier a la fois les lipides anioniques et zwitterioniques (caractérisés par des charges oppo-
sées). Les deux régions les moins chargées peuvent, soit lier les lipides dans le cas de R4-7,
soit ne pas les lier dans le cas de R20-24 [Legardinier 2008b].

2.2.4 Larelaxation par dynamique moléculaire des mo-
deles

Quatre modeles présentant une structuration différente des linkers et appartenant a dif-
férents groupes définis par PIPSA (R1-2, R10-11, R15-16 et R23-24) ont été relaxés par une
approche de dynamique moléculaire. La DM permet de s’éloigner du biais lié a 1'utilisation de
patrons et de proposer une structure affinée. Elle permet également d’étudier I’évolutions des
propriétés dynamiques des répétitions de dystrophine au cours du temps. Une telle approche
avait déja été utilisée pour analyser les structures de spectrines « et § [Mirijanian 2007].

Les quatre modeles ont été simulés en solvant explicite en présence de 150 mM d’ions.
Les modeles ont tout d’abord subi une minimisation par gradient conjugué puis ont subi
une étape de chauffage a 310 K pendant 50 ps. Enfin, la phase de production a été effectuée
pendant 31 ns en condition périodique avec un pas de temps de 2 fs.

La structure en faisceau de trois hélices de chaque répétition des tandems est conservée
au cours de la DM. Cependant, trois des quatre modeles maintiennent une structure globale
relativement similaire aux modeles initiaux alors que le modele R10-11 forme rapidement
un important coude au niveau du linker non hélical. Les modeles R1-2 et R23-24 conservent
leur linker hélical au cours de la DM et le modele R15-16 montre une légere différence de

géométrie de la répétition 16 par rapport a la répétition 15 (figure 2.8).
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FIGURE 2.8 — Changements structurauz observés dans les quatre tandems de répétitions pendant les
simulation de DM. La fluctuation quadratique moyenne (RMSD) est calculée entre les Cac au cours
des DM. La courbe rouge représente le tandem en entier, la courbe verte représente la répétition
N-terminale et la courbe bleu représente la répétition C-terminale. Deux structures représentatives
(C1 et C2) ont été extraites de chaque DM et sont représentées sous les graphes de RMSD avec les
modeéles initiauz.

Nous observons dans la figure 2.9 que les régions de plus haute flexibilité dans les modeles
se situent au niveau des boucles AB et BC situées entre les hélices et au niveau des linkers,
hélicaux ou non. Dans les modeles R1-2 et R15-16, les hélices A et B de la premiere répétition
les hélices B et C de la seconde se retrouvent du méme coté du linker par un effet de torsion

des deux répétitions le long de ’axe du linker.
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FIGURE 2.9 — Fluctuation des carbones « de chaque résidu au cours des DM. La fluctuation des 8
répétitions issues des 4 tandems de répétition est superposée en fonction de la position des résidus
a et d des heptades indiquée par des triangles noirs.

De maniere intéressante, ces propriétés dynamiques différentes peuvent étre directement
reliées a la présence connue de domaines de liaison spécifiques. Ainsi, dans R1, il existerait
un motif senseur de courbure (amphipathic lipid packing sensor ALPS) & la fin de 1'hélice
B et la rotation rapide de R2 dans le tandem R1-2 permettrait de le placer [Drin 2007] vis
a vis des lipides de la membrane suggérant un controle dynamique de l'interaction avec les
membranes courbées.

Le méme type de coude que celui observé dans le tandem R10-11 a été observé dans le
domaine de liaison a I'ankyrine des répétitions 14 et 15 de la spectrine [Stabach 2009]. Les
auteurs ont émis I’hypothese que ce coude permet de lier de facon dynamique 'ankyrine a la
spectrine et ainsi de réguler la liaison. Nous pouvons imaginer le méme type de mécanisme
pour R10-11 qui pourrait ainsi controler dynamiquement la liaison de la région R11-17 a
I’actine F.

Ainsi, le linker flexible dans R10-11 et le long linker de R15-16 peuvent étre considérés
comme de petites "jonctions" séparant la région R11-15 du reste du domaine central. Or,
cette région correspond a la description initiale de I’ABD2 [Amann 1998] qui avait ensuite
été étendue jusqu’a R17 [Rybakova 2006]. Ces jonctions pourraient isoler le motif R16-17
pour permettre la liaison de la nNOS et ainsi réguler 'interaction de R16-17 a la nNOS et

les interactions de R11-15 avec les lipides et 1’actine.
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2.3 L’étude des répétitions tronquées

2.3.1 Les répétitions hybrides et les répétitions fractu-
rées

L’analyse graphique des modeles de dystrophines tronquées nous a permis de distinguer
deux types de structures a la jonction des répétitions : les répétitions hybrides qui conservent
la succession des motifs en heptades des hélices et ont une structure proche des répétitions
de la dystrophine native (ex : délétion d’exon 45-55) [Menhart 2006] et les répétitions frac-
turées qui ne conservent pas la succession des motifs en heptade et ne reconstituent pas
une répétition complete (ex : délétion d’exon 45-47) (figure 2.10). Nous avons donc classé

I'ensemble des délétions du domaine central selon ce critere.

R17 Junction site ’\ R18 st i~
R19
e W

1) Repeats in full length dystrophin 2) Hybrid repeat 3) Fractional repeat

FIGURE 2.10 — 1. Répétitions 16 a 19 de la dystrophine native. 2. Répétition hybride dans la
délétion d’exons 45-51. 3. Répétition fracturée dans la délétion d’exons 45-47.

La mise en évidence des répétitions hybrides et fracturées est une des innovations de la

base de données eDystrophin présentée dans le chapitre 3.

2.3.2 L’analyse des modeles relaxés par DM

2.3.2.1 La stabilité des protéines

Les modéles initiaux

Dans cette étude, la protéine native R16-21 est un fragment de la dystrophine corres-
pondant au point chaud de la mutation. Comme attendu et comme observé dans 1’étude des
répétitions en tandem, son modele par homologie est composé de six répétitions structurées
en faisceau de trois hélices numérotées de 16 a 21. La plus courte répétition est R19 composée
de 101 résidus puis R17 avec 107 résidus, R21 avec 109 résidus et enfin R16, R18 et R20,
toutes les trois composées de 110 acides aminés. Les répétitions 19 et 20 sont séparées par
une charniére intrinsequement désordonnée (H3) composée de 41 acides aminés et une mini-
charniére hélicoidale de 7 résidus est située entre les répétitions 18 et 19. Nous constatons
que I’ensemble des linkers de la protéine est structurée en hélice a. Le modele présente une

forme de filament (figure 2.11).
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FIGURE 2.11 — Modéles par homologie initiauz utilisés pour effectuer les simulations de DM. La
protéine R16-21 est la protéine native. Les quatre autres protéines correspondent a des délétions
d’exons identifiées chez les patients. Les fleches rouges indiquent les jonctions des délétions. Le
code couleur est le méme pour les cing protéines : R16 est en bleu, R17 en violet, R18 en ocre, la
mini-charniére en noir, R19 en gris, H3 en vert, R20 en rouge et R21 en orange.

Le modele de la protéine tronquée A45-47 est composée de quatre répétitions entieres
(R16, R19, R20 et R21), de la charniére 3 et d'une répétition fracturée R17//18 constituée de
44 acides aminés issus de R17 et 15 acides aminés issus de R18 (cf. séquences en annexe B).
Cette répétition fracturée de 59 acides aminés rompant la succession des motifs en heptade
est modélisée par I-TASSER par trois petites hélices et deux boucles. Le modele de la protéine
tronquée présente une forme filamenteuse malgré la répétition fracturée.

Le modele de la protéine tronquée A45-48 est composée de trois répétitions entieres (R16,
R20 et R21), de la charniere 3 et d’une répétition hybride R17//19 constituée par 'hélice A
et le début de I'hélice B de R17 (44 résidus) et de la fin de I’hélice B et I’hélice C de R19 (61
résidus), soit un total de 101 acides aminés comme la répétition R19 native. La répétition
hybride conserve la succession des motifs en heptade et reconstitue une répétition entiere.
Le modele présente une forme de filament.

Le modele de la protéine tronquée A45-49 est composée de trois répétitions entieres (R16,
R20 et R21), de la charniére 3 et d’'une répétition fracturée R17//19 constituée par 'hélice
A et le début de I'hélice B de R17 (44 résidus) et la fin de I'hélice C de R19 (27 résidus).

Cette répétition fracturée de 71 acides aminés est composée de deux hélices o et d'une boucle
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se structurant en un faisceau de deux hélices. Ce faisceau d’hélice contraint la protéine a
adopter une structure tertiaire en "T" tres éloignée de la structure en filament de la protéine
native.

Le modele de la protéine tronquée A45-51 est composée de deux répétitions entieres (R16
et R21) et d'une répétition hybride R17//20 constituée par I’hélice A et le début de I’hélice
B de R17 (44 résidus) et de la fin de I'hélice B et I'hélice C de R20 (64 résidus), soit un total
de 108 acides aminés. La répétition hybride conserve la succession des motifs en heptade
et reconstitue une répétition entiere. La charniere 3 est absente de la protéine. Le modele

présente une forme de filament.

L’écart quadratique moyen au cours des trajectoires des DM

Le tracé des écarts quadratiques moyens (RMSD) permet de suivre 1’évolution des struc-
tures au cours des trajectoires en mesurant I’écart qui existe entre chaque structure de la
trajectoire et la structure initiale. Ces courbes sont calculées apres 1’étape de chauffage qui
apporte de I’énergie au systeme, favorisant les changements conformationnels. Apres cette
étape, les systemes s’équilibrent durant une période plus ou moins longue, déterminée grace
au tracé du RMSD. Une fois 1’équilibre atteint, on entre dans la phase de production qui est
celle analysée dans la suite de ce chapitre ( section 1.3.3.3).

Nous observons que les structures s’éloignent rapidement de leurs conformations de départ
(figure 2.12) et nous observons de grands mouvements de fluctuation au début des trajectoires
de R16-21 et A45-48 correspondant a de grands réarrangements structuraux. Nous avons
donc choisi de prolonger ces trajectoires. En effet, en DM, les systémes ne mettent pas tous
le méme temps pour atteindre un équilibre et nous remarquons que les protéines les plus
courtes A45-49 et A45-51 I'atteignent plus rapidement. De plus, on observe que la structure
de la protéine la plus courte et ne possédant pas de charniere (A45-51) est celle qui reste la
plus proche de sa structure initiale suggérant que les réarrangements structuraux observés

dans les autres protéines sont causés en grande partie par la charniere.
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FIGURE 2.12 — Ecart quadratiqgue moyen entre les carbones o au cours des DM.

A partir des tracés de RMSD, nous avons évalué des temps d’équilibration propres a
chaque protéine. Ainsi, les temps d’équilibration sont de 8 ns pour A45-47, A45-49 et A45-
51, 13 ns pour A45-48 et 18 ns pour R16-21. Ces temps ont été définis afin que tous les
systemes soient équilibrés en un temps minimum et que toutes les phases de production
aient la méme durée : 22 ns. Nous avions choisi de sauvegarder une structure toutes les

picosecondes, chaque protéine est donc représentée, a ce stade, par 22 000 structures.

La fluctuation des structures secondaires au cours des DM

L’étude de la fluctuation des structures permet de déterminer quelles régions des protéines
sont les plus mobiles et de vérifier, dans notre cas, que les faisceaux d’hélices sont stables.

Comme attendu, les régions fluctuant le plus dans les cinq protéines se situent dans les
boucles entre les hélices (figure 2.13). Par contre, la charniere (H3), essentiellement com-
posée de boucles, est moins mobile particulierement dans la trajectoire de R16-21 ou la
structure compacte proposée par I-TASSER semble limiter les réarrangements structuraux
de H3. Globalement, on observe une fluctuation plus importante au niveau de la répétition
R21, particulierement dans R16-21. Cette fluctuation peut étre artéfactuelle et causée par
I’absence de la répétition suivante dans la simulation. Toutefois, des données expérimentales
indiquent que la répétition R21 serait peu stable [Mirza 2010].

Un des points de flexibilité important dans R16-21 est situé au niveau de la boucle BC
de R19 ou il est couplé avec une hausse de fluctuation de la mini-charniere hélicoidale située
entre R18 et R19. Or, la présence de cette mini-charniere augmente la taille du linker et

I’éloigne du coeur du faisceau d’hélices, modifiant ainsi les interactions entre le linker et
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la boucle BC. Il est donc raisonnable de supposer que ce linker allongé est plus mobile et
entraine la mobilité de la boucle BC de R19 qui se situe en face dans la structure 3D. La
boucle AB de R19 est également mobile a cause de la charniere H3 se situant en face. La

répétition 19 entourée de la mini-charniere et de la charniere H3 semble donc tres mobile.
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FIGURE 2.13 — Fluctuation des carbones o de chaque résidu au cours des DM. Les courbes de
fluctuation des dystrophines tronquées sont découpées en fonction de la délétion et superposées sur
la courbe de la dystrophine native R16-21 (en noir) dans chaque cadre. Les positions des répétitions
et de la charniére (Hinge 3) sont indiquées en haut ainsi que les positions théoriques des hélices
par des rectangles noirs. Les espaces entre les rectangles noirs sont les boucles reliant les hélices.
Les lignes pointillées indiquent les régions les plus fluctuantes de la dystrophine native.

En comparant les trajectoires de A45-47 et R16-21, on observe que R16 et H3 sont
plus flexibles dans la protéine tronquée alors que R20 et R21 ont des profils de flexibilité
semblables. La répétition fracturée R17//18 formée au niveau de la jonction est un peu plus
flexible du coté N-terminal. De plus, R19 de A45-47 présente un profil de flexibilité différent
de R16-21 avec une hélice B plus flexible que les boucles I’entourant. Il semblerait donc que
la répétition fracturée perturbe la flexibilité de R19 et de R16.

A45-48 présente une fluctuation plus importante que R16-21 entre R16 et H3 mais simi-
laire pour R20 et R21. Etrangement, on observe que les points de flexibilité sont décalés au
niveau de R16. De plus, on observe et que la flexibilité de H3 augmente et que la répétition
hybride formée au niveau de la jonction présente un profil de flexibilité plus élevée que les
répétitions correspondantes dans R16-21.

Les intensités de fluctuation de R16-21 et A45-49 sont du méme ordre de grandeur
mais des différences de fluctuation localisées apparaissent. Ainsi, la fluctuation augmente au
niveau de la jonction, probablement car la répétition fracturée formée est peu stable. De

plus, on observe une intensité de fluctuation légerement augmentée dans H3 alors que R20
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est globalement stabilisée.

En comparant A45-51 avec R16-21, on observe que, globalement la protéine tronquée a
une plus faible intensité de fluctuation et que les points de flexibilité sont situés dans les
mémes régions. On observe un décalage de flexibilité au niveau de la deuxieme boucle de
R16 et une hausse de flexibilité de A45-51 au niveau de la jonction formant une répétition
hybride.

D’une maniere générale, on ne peut pas distinguer une protéine avec une répétition

hybride d’une protéine avec une répétition fracturée grace a leurs profils de fluctuation.

L’analyse en composante principale des mouvements des protéines

L’analyse en composante principale permet d’extraire un a un les mouvements globaux
des protéines au cours des trajectoires de DM par ordre décroissant d’occurrence au cours de
la trajectoire. Cette analyse décompose la fluctuation globale présentée dans le paragraphe
précédent et permet d’étudier uniquement les grands mouvements des protéines. Nous avons
choisi d’analyser les quatre premiers mouvements de chaque protéine qui représentent au
total plus de 80 % de l'intensité de mouvement de notre lot de protéines. Il est possible
de décomposer chaque mouvement en sous-mouvements qui impliquent généralement des
paires de répétitions. Ainsi, pour faciliter 'analyse, nous avons subdivisé chaque mouve-
ment en sous-mouvements localisés dans les régions N-terminale, centrale et C-terminale, a
I’exception des mouvements de la protéine A45-51 plus courte, qui sont subdivisés en deux
sous-mouvements.

Dans l’ensemble du jeu de protéines, nous pouvons distinguer quatre types de sous-
mouvements bidirectionnels décrits dans la figure 2.14 : la dilatation d’un faisceau d’hélices,
la formation d’un coude, I’élongation de la région et la torsion autour de I'axe du faisceau
d’hélice. Bien que nous ayons choisi de séparer ces mouvements, il est important de noter
qu’ils sont liés. Ainsi, un mouvement localisé a une extrémité de la protéine peut se
répercuter sur toute la protéine. Par exemple, la formation d’un coude entraine soit une
torsion des faisceaux d’hélices avoisinants, soit un mouvement d’élongation-contraction

d’une partie de la protéine.
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FIGURE 2.14 — Ezxemple des quatre sous-mouvements observés. Les mouvements sont représentés
par des vecteurs indiquant ’intensité du mouvement par un dégradé croissant de bleu - vert - rouge.

L’ensemble de ces mouvements est décrit dans le tableau 2.6. D’un point de vue général,
les principaux mouvements different d’une protéine a I'autre. Cependant, I’étude des sous-
mouvements met en évidence des similitudes entre les protéines qui présentent toutes des
coudes majoritairement situés en position centrale. Dans le cas de la protéine native R16-21
les points de flexion se situent au niveau des linkers entre R18 et R19 et entre R20 et R21
dans les deux composantes majoritaires, alors que dans les protéines tronquées, ils se situent
au niveau de la charniere H3. Les délétions entraineraient donc un décalage du point de
flexibilité des protéines. De fagon prévisible, un point de flexion apparait au niveau de la
répétition fracturée R17//18 de A45-47 qui ne présente pas de structure tertiaire.

Ces coudes peuvent entrainer un mouvement de torsion des faisceaux d’hélices voisins
comme c’est le cas pour le deuxieme mouvement de A45-48 et le premier mouvement de
A45-49. On observe également un mouvement de dilatation de faisceaux d’hélices dans les
protéines tronquées notamment pour A45-48. Cette dilatation, observée uniquement dans
les répétitions tronquées, semble étre causée par la fluctuation importante de H3 et de la
répétition R17//18 qui n’aident pas & maintenir la structure des faisceaux d’hélices voisins.
Dans le cas de A45-48, ce phénomene semble accentué par la présence de la répétition
hybride.

On note que le mouvement d’élongation n’est observé que dans deux mouvements de la
protéine native R16-21 et n’est jamais observé dans les protéines tronquées. Ces mouvements
font suite a la formation de coudes au niveau du linker entre R18 et R19 dans le mouvement
1 et au niveau du linker entre R17 et R18 dans le mouvement 4 et ne résultent donc pas d’une
élongation des répétitions elles-mémes mais font suite a une invagination de la protéine.

La protéine A45-51 est un cas particulier. En effet, comme présenté dans le graphe de
fluctuation 2.13, elle fluctue peu. Elle adopte principalement un mouvement de torsion. Ceci

peut s’expliquer par I’absence de la charniere H3 qui est flexible dans les protéines tronquées.
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Protéine | Composante N-term Centre C-term
(mouvement)
1 (47 %) Torsion Coude Elongation
(Linker R18-19)
2 (17 %) Torsion Coude Coude
(Linker R18-19) | (Linker R20-21)
R16-21 3 (13 %) Torsion Torsion Torsion
4(7 %) Coude Elongation -
(Linker R17-18)
1 (45 %) Torsion Coude -
(H3)
2 (18 %) Coude & Dilatation Coude Torsion
(R17//18) (H3)
A45-47 3 (12 %) Coude Torsion Torsion
(R17//18)
4 (9 %) Torsion - Torsion
1 (52 %) Dilatation Coude Torsion
(H3)
2 (26 %) Torsion Coude Torsion
(H3)
A45-48 3 (8 %) Dilatation Coude Dilatation
(H3)
4 (4 %) Dilatation Coude -
(H3)
1 (42 %) Torsion Coude Torsion
(H3)
2 (26 %) Torsion Coude -
(13)
A45-49 3 (11 %) Torsion - Dilatation
4 (4 %) Torsion Coude & Torsion Dilatation
(H3)
1 (51 %) Torsion Torsion
2 (26 %) - Torsion
A45-51 3 (8 %) - Coude
(Linker R20-21)
4 (4 %) - Dilatation

Tableau 2.6 — Description des quatre mouvements principauz des protéines au cours des simulations
de DM. Chaque composante est indiquée avec son pourcentage d’occurrence au cours de la trajectoire
de la protéine. Les mouvements principauxr sont découpés en trois sous-mouvements localisés dans
les parties N-terminales (R16-17), centrales (R18-19-H3) et C-terminales (R20-21) des protéines,
excepté pour la plus courte protéine, A45-51, dont les mouvements sont découpés en deuxr sous-
mouvements. Dans le cas des coudes, le point de flexion du coude est indiqué entre parenthéses.
Lorsqu’aucun sous-mouvement significatif n’est présent, la case est vide.
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La conservation de la structure secondaire au cours des DM

L’étude de la conservation de la structure secondaire est un moyen d’étudier la stabilité
des protéines. Dans notre cas, les fragments de dystrophine sont majoritairement composés
de faisceaux de trois hélices théoriquement stables, et nous nous intéressons a la conservation
des hélices.

Globalement, la structuration en hélices des répétitions hybrides est stable au cours de
nos simulations.

Les modeles initiaux sont majoritairement composés d’hélices «, mais on observe que
pendant les trajectoires de DM la structuration en hélices peut fluctuer notamment au niveau
des extrémités des hélices (figure 2.15 - tableau 2.7). Les acides aminés structurés en hélices
pendant au moins 80% du temps des trajectoires de DM sont considérés comme faisant partie

d’une hélice.

100__Hw_ 1—-_q-nq _— ﬂi-% — RI16-21
' : ' = — del 45-47
90 :
: — del 45-48
8 : del 45-49
100 ; — del 45-51

Deletion

100

Deletion

90

100

Deletion

Helices au cours des trajectoires (%)

Deletion

0 100 200 300 400

Residue

FIGURE 2.15 — Conservation de la structuration en hélice de chaque acide aminé au cours des
trajectoires de DM. Chaque acide aminé est représenté par une croiz. Les traits sont formés par la
superposition de croix consécutives. Les acides aminés structurés en hélices pendant au moins 80%
du temps des trajectoires de DM sont considérés comme faisant partie d’une hélice. Par clarté, seuls
les acides aminés structurés en hélices pendant au moins 80% du temps de DM sont représentés.
Les intervalles entre les hélices sont des boucles.

En accord avec la figure 2.13, nous observons une déstructuration totale des hélices de la
répétition 21 dans la protéine R16-21 et partielle dans les protéines A45-48 et A45-49. Une
analyse plus précise de sa structure secondaire nous indique qu’elle est alors essentiellement
constituée de tours.

Dans R16-21, nous observons des "points de faiblesse" au niveau des linkers et au milieu

des hélices B de R17 et R18. La perte d’hélicité peut étre expliquée par la présence d’acides
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aminés cycliques possédant des chaines latérales génant le repliement en faisceaux d’hélices.
Ces "points de faiblesse" sont également observés au niveau des linkers entre R16 et R17 pour
A45-48 et entre R20 et R21 pour A45-48, A45-49 et A45-51. De plus, on observe, en accord
avec I'analyse de la fluctuation que la mini-charniere entre R18 et R19 n’est plus structurée
en hélice, ce qui explique sa flexibilité.

Nous observons que la délimitation des hélices peut varier, généralement d’un ou deux
acides aminés, soit moins d'un tour d’hélice (tabelau 2.7). Cependant certaines régions héli-
coidales sont moins bien définies, comme par exemple les hélices B et C de R16 dans A45-48
qui diminuent. Cette déformation est certainement di a ’absence de la répétition en posi-
tion N-terminal R15. On note également ce type d’évenement au niveau des hélices R19C et
R20A entourant H3.

Au niveau des jonctions des répétitions, seule la répétition fracturée R17//18 de A45-47
présente une perte importante d’hélicité.

Les répétitions hybrides se structurent en faisceaux de trois hélices similaires aux fais-
ceaux d’hélices natifs bien que nous observions des points de faiblesse au niveau de la répé-
tition hybride de A45-48.
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Le regroupement des DM en structures représentatives

Le regroupement des DM en structures représentatives permet de réduire les 22 000
structures collectées par protéines a trois structures représentatives. Elles permettent de
réaliser une analyse graphique de ces structures et de réaliser certaines analyses qui ne
peuvent pas étre mises en place sur 'ensemble de la trajectoire.

Les structures représentatives refletent les conclusions des analyses réalisées précédem-
ment. En effet, les structures représentatives de R16-21 mettent en évidence les points de
flexibilité au niveau de la mini-charniere entre R18 et R19 et au niveau de R19. Bien que la

répétition 21 ne soit pas composée d’hélices, elle conserve son agencement en faisceau (figure
2.16).

22%

e, 23%
mﬁkﬁﬁ e !ﬁ

R16-21 native del 45-47 del 45-48
Structure R ]
initiale W :53:;::3} - M %

% 2%
Mm ; M‘ %
o wmx% 30% .
o R PRI ' %%
’ D : e ‘
Wﬁ AT% f > % —
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del 45-49 del 45-51
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49%

co . _
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o 33% ;
18%
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FIGURE 2.16 — Structures représentatives de chaque protéine au cours des 22 derniéres nanose-
condes de DM. Pour chaque protéine, sont représentées les structures initiales colorées en fonction
des répétitions puis les 8 structures représentatives CO a C2. Les structures représentatives sont
colorées en fonction de la structure secondaire, les hélices alpha sont en violet, les boucles en blanc,
les tours en wert, les hélices 3.10 en bleu et les hélices Pi en rouge. Pour chaque structure, le
pourcentage qu’elle représente dans ’ensemble des structures de la trajectoire est indiqué.
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Co| C1 | C2 co| C1 | C2 Cco| C1 | C2
Co| 0 [13,6]97 CO| 0 [144]91 Co| 0 [121]11,8
C1]| - 8,4 Cl| - [ 0 [10 Cl| - | 0 [138
c2| - 0 c2l -] - 1o c2| - | - 0

(a) R16-21 (b) A45-47 (c) A45-48

Cco|C1|C2 co|C1|C2
CoO[ 0 [94]99 Col 0 [88]6,1
Cl| - [0 [81 Cl| - [0 [54
C2l - [ -0 C2| - [ -1]0

(d) A45-49 (e) A45-51

Tableau 2.8 — Ecart quadratique moyen des Co (en A) entre les structures représentatives de
chaque groupe.

En accord avec la figure 2.13, la protéine A45-47 semble posséder de nombreux points de
flexibilité, notamment au niveau de la répétition fracturée R17//18.

La répétition hybride de A45-48 et la charniere H3 apparaissent comme les éléments les
plus flexibles de la protéine.

Les deux hélices de la répétition fracturée de A45-49 pivotent I'une par rapport a I’autre
permettant a la répétition de s’aligner dans le prolongement de R20 et R21. La protéine
passe ainsi d’une forme en T a une forme en L. Les boucles de la charniere s’adaptent alors
a cette nouvelle conformation.

La répétition hybride de A45-51 conserve sa structure en faisceau de trois hélices. Les
structures représentatives sont proches comme le confirme le calcul des écarts quadratiques
moyens (figure 2.8). Cependant, on observe un point de flexibilité au milieu de I'hélice B de

la répétition hybride correspondant a la présence d’une proline.

2.3.2.2 Les propriétés de surface

Comme nous l'avons vu dans I’étude des répétitions natives (section 2.2), les propriétés de
surface hydrophobes et électrostatiques peuvent étre corrélées avec les propriétés de liaison
des répétitions de la dystrophine. Nous avons donc entrepris des études similaires pour les

dystrophines tronquées.

Les propriétés électrostatiques

Le potentiel de surface électrostatique de chaque protéine est représenté dans la figure
2.17. La figure 2.18 présente le potentiel électrostatique moyen pour chaque acide aminé du
jeu de protéines étudiées au cours des trajectoires de DM. Il s’agit d’une moyenne calculée sur
les structures représentatives décrites dans la figure 2.16 puis lissée sur une fenétre de neuf
résidus. Cette approche est donc plus précise que la description qualitative des propriétés de

surface que nous avons effectuée sur les tandems de répétitions de la protéine native.



CHAPITRE 2. LA MODELISATION DES REPETITIONS DE LA DYSTROPHINE 84
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Del 45-48

Del 45-49

180°

Del 45-51
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FIGURE 2.17 — Potentiels électrostatiques projetés sur les surfaces des structures représentatives
des groupes les plus importants de chaque protéine. Un gradient de couleur bleu - blanc - rouge
indique le potentiel électrostatique ou les régions régions négatives sont colorées en bleu et les régions
positives en rouge.

En accord avec I'étude que nous avons réalisée précédemment (section 2.2), nous obser-
vons que la protéine R16-21 est composée de deux répétitions (R16 et R17) présentant une
alternance de patchs positifs et négatifs puis de deux répétitions chargées négativement (R18
et R19), d’'une charniére globalement neutre et de deux répétitions 20 et 21 possedent des

patchs fortement électronégatifs (figures 2.17 et 2.18).
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Repeat 16 Repeat 17 Repeat 18 Repeat 19 Hinge 3 Repeat 20 Repeat 21

Repeats
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FIGURE 2.18 — Potentiels électrostatiques des protéines en présence de 50 mM de NaCl. Les
potentiels électrostatiques (en kTe) ont été calculés par APBS sur les structures représentatives de la
trajectoire de DM et décrits dans la figure 2.16 puis moyennés par résidu. Les courbes correspondent
d ces potentiels moyens et sont lissés sur une fenétre de 9 résidus. Les courbes de potentiel des
dystrophines tronquées sont découpées en fonction de la délétion et superposées sur la courbe de la
dystrophine native R16-21.

On observe que la charniere H3 globalement neutre dans R16-21 se charge positivement
notamment dans A45-49. Cette charniere essentiellement composée de boucles désordonnées
peut facilement se réarranger et exposer au solvant plus de résidus chargés positivement.
La structure non filamenteuse de A45-49 semble imposer un changement conformationnel
de H3 plus important que les autres protéines tronquées et expose plus de résidus chargés

positivement en surface.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes tout particulierement intéressés aux pro-
priétés électrostatiques de la jonction entourant les délétions. Ainsi, nous avons superposé
les potentiels électrostatiques de la répétition 17 de R16-21 avec les répétitions hybrides et
fracturées des quatre protéines tronquées (figure 2.19). Dans la partie N-terminale de R17,
commune & toutes les protéines, nous remarquons le méme profil mais avec des différences
d’intensité.

Apres la délétion, nous observons des profils électrostatiques différents entre R17 native
et les répétitions reconstituées. Ceci est particulierement vrai pour les répétitions fracturées
R17//18 de A45-47 et R17//19 de A45-49 qui présentent, respectivement, des potentiels
entierement négatifs et entierement positifs. Les répétitions hybrides R17//18 de A45-48 et
R17//20 de A45-51 présentent des profils hétérogenes avec des patchs négatifs et positifs

comme R17 de R16-21 mais avec une plus forte intensité et un profil inversé. En effet, les
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profils de R18 (A45-48) et de R20 (A45-51) présentent une alternance de patchs négatif
- positif - négatif alors que la région correspondante dans R17 présente un alternance de

patchs positif - négatif - positif.

R16-21

del 45-47
del 45-48
del 45-49
— del 45-51

Electrostatic potential

Truncation
site

| I | I
-100
120 140 160 180 200

Residue

FIGURE 2.19 — Potentiels electrostatiques (en kTe) de la répétition 17 de R16-21 et des répétitions
formées suite aux délétions d partir de la partie N-terminale de R17. Les potentiels électrostatiques
ont été calculés par APBS sur les structures représentatives de la trajectoire de DM et décrits dans
la figure 2.16 puis moyennés par résidu. Les courbes correspondent a ces potentiels moyens et sont
lissées sur une fenétre de 9 résidus.

Les propriétés hydrophobes

Les potentiels hydrophobes ont été calculés par le serveur PLATINUM sur les 3 structures
représentatives de chaque protéine. En accord avec 1’étude des répétitions natives (section
2.2), les protéines étudiées présentent une surface largement hydrophile avec des patchs
et sillons hydrophobes (figure 2.20). Les cinq protéines ont un pourcentage de surface hy-
drophobe (i.e. le pourcentage de la surface moléculaire ayant des propriétés hydrophobes)
similaire : 21 % pour R16-21 et A45-51et 22 % pour les trois autres.
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FIGURE 2.20 — Potentiels hydrophobes projetés sur les surfaces des structures représentatives des
groupes les plus importants de chaque protéine. Un gradient de couleur vert - blanc - bleu indique
le potentiel hydrophobe avec les régions polaires colorées en vert et les régions apolaires en bleu.

Comme pour le potentiel électrostatique, le potentiel hydrophobe a ensuite été moyenné
pour chaque résidu. La courbe résultant de ce calcul a été lissée sur 7 acides aminés. De
facon attendue, nous ne remarquons pas de différences sur ’hydrophobicité globale entre les

cinq protéines (figure 2.21).
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FIGURE 2.21 — Potentiels hydrophobes des protéines. Les potentiels hydrophobes ont été calculés
par PLATINUM sur les structures représentatives de la trajectoire de DM et décrits dans la figure
2.16 puis moyennés par résidu. Les courbes correspondent a ces potentiels moyens et sont lissées
sur une fenétre de 7 résidus correspondants d une heptade. Dans une fenétre, les résidus hydro-
phobes des positions a et d des heptades sont répartis entre plusieurs résidus hydrophiles diminuant
artificiellement le potentiel hydrophobe. Les courbes de potentiel des dystrophines tronquées sont
découpées en fonction de la délétion et superposées sur la courbe de la dystrophine native R16-21.

Nous nous sommes alors plus particulierement intéressés a la région entourant le point de
jonction des délétions. Comme pour 1’étude du potentiel électrostatique, nous avons ainsi su-
perposé le potentiel hydrophobe de R17 de R16-21 avec les répétitions hybrides et fracturées

des quatre protéines tronquées (figure 2.22).
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FIGURE 2.22 — Potentiels hydrophobes de la répétition 17 de R16-21 et des répétitions tronquées
formées a partir de la partie N-terminale de R17. Les potentiels hydrophobes ont été calculés par
Platinum sur les structures représentatives de la trajectoire de DM et décrits dans la figure 2.16
puis moyennés par résidu. Les courbes correspondent a ces potentiels moyens et sont lissées sur une
fenétre de 7 résidus.

Nous remarquons que les répétitions hybrides R17//19 de A45-48 et R17//20 de A45-
51 ont un potentiel hydrophobe proche de la répétition 17 native. Ces répétitions hybrides
respectent la succession des motif en heptade permettant aux résidus hydrophobes d’étre
enfouis au coeur des faisceaux d’hélices comme dans les répétitions natives. On remarque
cependant que A45-48 possede un patch plus hydrophobe que A45-51, probablement & cause
de la grande flexibilité de A45-48 qui présente plus souvent des résidus hydrophobes en
surface.

A Tlinverse, les répétitions fracturées R17//18 de A45-47 et R17//19 de A45-49 ont,
comme attendu, un potentiel hydrophobe plus important, particulierement la répétition

fracturée de A45-47 qui est déstructurée.

Nous ne notons pas de différence majeure d’hydrophobicité entre la protéine native
R16-21 et les protéines possédant une répétition hybride A45-48 et A45-51. Ces protéines

sont toutes amphiphiles.
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2.3.2.3 L’analyse des contacts moléculaires

Les linkers entre deux répétitions sont situés au milieu des hélices communes a deux
répétitions successives. Comme nous ’avons précédemment vu dans I’étude de la fluctuation
de R16-21, ils peuvent étre une région hautement flexible. La fluctuation des linkers est no-
tamment déterminée par les interactions des acides aminés qui les compose avec les acides
aminés des hélices et boucles proches. Ces interactions peuvent étre des interactions hydro-
phobes caractéristiques des faisceaux d’hélices, des liaisons hydrogenes et des interactions
de van der Waals. Les cinq protéines étudiées ont deux linkers en communs : celui qui lie
R16 et R17 et celui qui lie R20 et R21. Cependant, selon les délétions, ces linkers peuvent se
situer en face de résidus différents comparés a la protéine native et leur flexibilité peut étre

modifiée.

Analyse des interactions du linker R16-17 avec les répétitions environnantes

Afin d’analyser en détail les contacts moléculaires nous avons, dans un premier temps,
cartographié les acides aminés en contact avec le linker R16-17 (figure 2.23). D’un c6té,
nous remarquons que les acides aminés de R16 en contact avec le linker sont tous situés
dans la région entourant la boucle AB de R16. De 'autre c6té, nous remarquons que les
acides aminés en contact avec le linker sont situés dans la région entourant la boucle BC de
R17, R17//19 et R17//20 des protéines R16-21, A45-48 et A45-51 respectivement. Le linker
présente peu de contacts avec la répétition fracturée de A45-49 mais est en contact avec la
charniere H3. Sans surprise, les résidus de la petite répétition fracturée de A45-47 présente

peu de zones de contact avec le linker et different de ceux de R16-21.
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FIGURE 2.23 — Régions en contact avec le linker entre R16 et R17. Seuls les tandems de répétitions
entourant le linker sont représentés. Le linker est représenté en rouge, la région autour de la boucle

AB de R16 en contact est en bleu et la région de R17, R17//18, R17//19, H3 ou R17//20 en

contact est en vert. La sphére jaune indique la jonction de la délétion.

Nous observons également que les boucles en contact avec le linker ont tendance a
se placer du méme coté du linker dans R16-21, A45-48 et A45-51. Ces boucles peuvent
alors créer des interactions entre elles et rigidifier encore un peu plus le linker. Ce type de

comportement semble donc conservé dans les protéines présentant des répétitions hybrides.

Une analyse plus détaillée de ce linker R16-17, résidu par résidu, nous indique que les
contacts les plus nombreux et les plus fréquents sont sur R16 comparé a R17 et ses équivalents
en C-terminal (figure 2.24). Nous dénombrons 13 contacts effectifs pendant plus de 80% du
temps pour R16-21 et A45-49, 12 pour A45-47 et A45-51 et seulement 8 pour A45-48. A
I'exception de A45-48, tous les résidus hydrophobes des heptades de I’hélice B sont fortement
en contact avec le linker suggérant des interactions hydrophobes constituant un faisceau a
deux hélices.

Les contacts de R17 avec le linker sont moins fréquents et moins nombreux que ceux
de R16. On dénombre 8 contacts effectifs pendant plus de 80% du temps pour R16-21,
principalement au niveau des hélices. La comparaison des contacts du linker R16-17 avec la
répétition R17 native et les répétitions hybrides de A45-49 et A45-51 est délicate. En effet,
elles conservent des interactions entre les résidus hydrophobes de I'hélice B et le linker et
présentent plus de contacts au niveau de la boucle BC. D’une maniere générale, on peut

dire qu’elles ont des profils de contacts différents de ceux de la répétition 17 native.
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FIGURE 2.24 — Temps de contact des acides aminés de R16, R17, R17//19 et R17//20 avec le
linker entre R16 et R17 (défini entre les positions 100 et 119). Deux résidus sont considérés en
contact s’ils sont espacés de moins de 5,5 A. Seuls les contacts effectifs pendant plus de 40 % de la
DM sont représentés ici. Les numéros de résidus soulignés indiquent les acides aminés hydrophobes
en position a et d de I’heptade. Les fléches grises indiquent les hélices. A. Contacts entre le linker
et les résidus de R16. B. Contacts entre le linker et les acides aminés de R17 de R16-21, R17//19
de A45-48 et R17//20 de A45-51.

Analyse des interactions du linker R20-21 avec les répétitions environnantes

Le linker 20-21 est entouré par des répétitions entieres a l'exception de R17//20 de A45-
51 qui est une répétition hybride. Sans surprise, nous observons que les régions en contact
avec le linker sont tres similaires entre elles : la région entourant la boucle AB de R20 (ou
R17//20) d’un co6té et la région entourant la boucle BC de R21 de 'autre coté (figure 2.25).

Contrairement au linker R16-17, nous observons des placements différents des deux
boucles par rapport au linker. En effet, seules les boucles de R16-21 et A45-47 semblent se
placer du méme co6té du linker. Bien que le linker R20-21 soit entouré de faisceaux d’hélices
dans les cinq protéines, les boucles au contact du linker n’adoptent pas le méme position-
nement. On remarque que la répétition 21 de R16-21 étant partiellement destructurée, son

comportement pourrait étre artefactuel.
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FIGURE 2.25 — Régions en contact avec le linker entre R20 et R21. Seuls les tandems de répétitions
entourant le linker sont représentés. Le linker est représenté en rouge, la région autour de la boucle
AB de R20 (ou R17//20) en contact est en bleu et la région autour de la boucle BC de R21 en
contact est en vert. La sphére jaune indique la jonction de la délétion.

Les régions en contact avec le linker 20-21 sont globalement similaires entre les cingq
protéines. Cependant, les profils de contact précis different (figure 2.26). Les contacts de
R20 de la protéine R16-21 avec le linker sont plus étendus et plus dispersés que pour les
protéines tronquées. Globalement, les boucles AB des protéines tronquées présentent plus
de contacts avec le linker que celle de R16-21. Les interactions hydrophobes entre le linker
et les résidus a et d des heptades de I'hélice B sont globalement maintenues.

Comme pour le linker R16-17, la répétition en C-terminal du linker présente moins de
contacts avec le linker que la répétition en N-terminal. On dénombre moins de contacts
pour la répétition native, ce qui peut s’expliquer par la destructuration de la répétition. Les
contacts de I'hélice B et de la boucle BC sont dispersés et aucun contact impliquant 1’'hélice
B ou la boucle BC n’est commun aux cing protéines. Par contre, on remarque que trois
résidus de I'hélice B sont fréquemment impliqués dans les contacts au linker 20-21 dont deux

résidus hydrophobes.
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FIGURE 2.26 — Temps de contact des acides aminés avec le linker entre R20 et R21 (défini entre
les positions 575 et 594 pour R16-21). Deux résidus sont considérés en contact s’ils sont espacés
de moins de 5,5 A. Seuls les contacts effectifs pendant plus de 40 % de la DM sont représentés ici.
Les résidus sont numérotés en fonction de la dystrophine native R16-21 et les numéros de résidus
soulignés indiquent les acides aminés hydrophobes en position a et d de I’heptade. Les protéines sont
alignées sur R20-R21 (cf. annexe B). La ligne pointillée indique le site de jonction de la délétion
de R17//20 de A45-51. Les fléches grises indiquent les hélices de la protéine native. A. Contacts
entre le linker et les résidus de R20 ou R17//20 pour A45-51. B. Contacts entre le linker et les
acides aminés de R21.

Les linkers situés a proximité d’une répétition fracturée ont des profils d’interaction in-
fluencés par les structures tertiaires des régions les entourant. Ainsi la répétition fracturée
R17//18 de A45-47 offre peu de surface de contacts avec le linker R16-17 alors que la ré-
pétition fracturée de A45-49 permet au linker d’intéragir avec la charniere H3, augmentant
ainsi les contacts du linker avec les acides aminés I'entourant.

D’un autre coté, les linkers situés a proximité d'une répétition hybride conservent les
interactions hydrophobes permettant de maintenir les faisceaux de trois hélices. Cependant
les autres types d’interactions, dépendantes des chaines latérales des acides aminés, peuvent
varier en fonction de la séquence de la répétition hybride comme c’est le cas pour les contacts
entre le linker R16-17 et les répétitions R17, R17//19 et R17//20.
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La répartition des contacts du linker R20-21 avec la répétition R20 ou R17//20 est un
cas particulier. A I'exception de la protéine A45-51, les protéines ont la méme répétition
R20 mais les contacts de la répétition R20 de R16-21 avec le linker R20-21 sont moins
nombreux que les contacts entre le linker R20-21 et les répétitions des protéines tronquées
entrainant une rigidification du linker. Or, 'augmentation et la diminution de la flexibilité
des protéines peuvent étre déleteres. Il semble donc que les interactions des linkers avec
les répétitions natives dans des protéines tronquées peuvent étre modifiées par les délétions
méme si elles sont situées dans une région de la protéine a distance de la délétion. Cependant
ce type de phénomene est a nuancer car il n’est observé que pour R20 et R21 mais pas pour
R16. Or, la fin de la répétition 20 et la répétition 21 se déstructurent partiellement selon les

protéines. Il est donc difficile de dire si ce phénomene est significatif ou non.

2.3.2.4 Le cas particulier de la charniere H3

Les charniéres (H1 & H4) sont des régions composées de tours et de boucles sans structure
tertiaire particuliere et leurs roles restent inconnus. Elles ne sont pas présentes dans les
protéines homologues a la dystrophine dont les structures 3D sont résolues. La prédiction
de la structure par homologie de H3 est donc difficile, faute de patrons disponibles dans la
PDB. De plus, les boucles constituant la charniere H3 sont flexibles et il donc difficile de
converger vers une structure tertiaire définitive. Le modele proposée par I-TASSER utilise
des structures-patrons de différentes protéines : ATPase bactérienne (1CZ4), endonucléase
I de champignon (20VW), Dihydrolipoyl déshydrogénase (1zy8). L’utilisation de la DM
permet donc d’affiner le modele de H3 en s’éloignant des structures-patrons et en réalisant

les simulations en présence des répétitions I’entourant.

En se référant a 'analyse de la conservation des hélices « réalisée précédemment et tout
particulierement au tableau 2.7, nous remarquons que H3 s’agrandit dans trois protéines (48
et +1 de part et d’autre pour R16-21, +4 et +6 pour A45-47, +4 et +5 pour A45-49) par
rapport a la définition de départ issue de 1'alignement proposé par Winder [Winder 1995a].
De plus, la charniere de A45-48 se décale d’un résidu vers R20. Cependant, pour faciliter
la comparaison entre les quatre charnieres H3 des quatre protéines tronquées, nous avons

choisi de conserver la définition originale de H3.

Les écarts quadratiques moyens de H3 difféerent entre les quatre protéines (figure 2.27A).
Les charnieres H3 entourées des répétitions natives de R16-21 et de A45-47 atteignent plus
rapidement un état d’équilibre et s’éloignent moins du modele d’origine que H3 issue de
A45-48 et A45-49. La charniere de la protéine A45-48 subit un grand réarrangement au
début de la trajectoire, probablement & cause de la répétition hybride R17//19 qui la borde.

C’est également la charniére fluctuant le plus au cours de la phase de production (figure
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2.27B). Il semblerait donc que la répétition hybride R17//19 de A45-48 interagit moins avec
H3 que la répétition fracturée de A45-49 et qu’elle semble donc plus mobile. Etrangement,
les plus hauts points de fluctuation different entre les protéines. Il semblerait donc que

I’environnement structural joue un plus grand réle dans la fluctuation de H3 que sa séquence

primaire.
2 T T T T T T L5 T T T T T T
A B — RIl6-21
— del 4547
— del 4548
del 45-49

==
£
}
E

RMSD (nm)
=

-
Fluctuation {(nm)

o v N

. 1 i 1 i o L 1 L | \ 1 "
10000 20000 MK w0 APGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLE
Temps (ps) Résidu

FIGURE 2.27 — A. Ecarts quadratiques moyens entre les carbones o des charniéres H3 issues des
trajectoires de DM des protéines R16-21, A45-47, AL5-48 et A45-49. B. Fluctuation des carbones
a de chaque résidu de la charniére H3 au cours des DM.

Comme attendu dans le cas de régions largement non structurées, la superposition des
quatre structures de H3 extraites des groupes les plus représentatifs des trajectoires révele
peu de ressemblance structurale (tableau 2.9 et figure 2.28). En accord avec les tracés de

RMSD, les deux charnieres les plus proches sont celles issues de R16-21 et A45-47.

R16-21 | A45-47 | A45-48 | A45-49
R16-21 0 7.3 12,3 10,1
A45-47 0 11,1 11,2
A45-48 0 11
A45-49 0

Tableau 2.9 — Déviation quadratique moyenne (en A) entre les charniéres H3 extraites du groupe
le plus représentatif de la trajectoire de chaque protéine décrits dans la figure 2.16.

— RI16-21

— del 45-47

— del 4548
del 45-49

FIGURE 2.28 — Superposition des charniéres H3 extraites du groupe le plus représentatif de la
trajectoire de chaque protéine. Les boules indiquent l’extrémité N-terminale de chaque charnieére.
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La conformation de la charniere H3 dépend des interactions qu’elle a avec les répétitions
environnantes. Ainsi, bien que H3 soit entourée par les mémes répétitions R19 et R20 dans
R16-21 et A45-47, les zones d’interactions sont légerement décalées (figure 2.29). De plus,
I'hélice B de la répétition R17//19 de A45-48 est plus en contact avec la charniére que la
boucle AB. Sans surprise, la répétition fracturée de A45//49 présente une région d’interaction
completement différente avec deux zones d’interactions dans les deux hélices de la répétition

fracturée.

R16-21 Del 45-48

TWearoy,
ﬁ“"?\}’i\;}@@
Q’\io

Del 45-49

R17//19

FIGURE 2.29 — Régions en contact avec la charniére H3. Seules les répétitions entourant H3 sont
représentées. H3 est en rouge, la région autour de R19 (ou R17//19) en contact est en bleu et le
début de I’hélice A de R20 en contact est en vert. La boule jaune indique la jonction de la délétion.

La conformation de la charniere dépend également des interactions entre les acides
aminés la constituant. Sur ce premier point, la charniere de A45-48 se distingue par un
grand nombre de liaisons hydrogenes. En effet, on dénombre 13 liaisons hydrogenes sur la
structure présentée dans la figure 2.28 contre 6 liaisons H pour H3 de R16-21 et 7 pour les
deux autres charnieres. La charniere de A45-48 semble la moins compacte mais le premier
acide aminé en position N-terminale se structure en hélice a, ce qui explique un nombre

plus important de liaisons hydrogenes dans la région.

H3 est donc une charniere s’adaptant aux répétitions environnantes en modifiant sa
conformation. Etant treés mobile, il sera possible d’observer de nouvelles conformations de
la charniere dans d’autres protéines tronquées. Par conséquent, les structures de H3 que
nous proposons sont assez hypothétiques comparées au reste de nos modeles. Ainsi, il est
difficile de caractériser de fagon générale H3 mais, comme nous ’avons vu dans I’étude des
mouvements (section 2.6), elle apporte de la flexibilité aux protéines tronquées lorsque la

mini-charniere entre entre R18 et R19 est absente.
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2.3.3 La validation par les dynamiques gros-grains

L’utilisation de dynamiques gros-grain permet d’étudier les structures des protéines sur
une plus grande échelle de temps (5 us). Les dynamiques gros-grain sont donc utilisées
en complément des dynamiques tout-atome afin de proposer un meilleur échantillonnage
conformationnel. Cependant, les liaisons hydrogenes ne sont pas prises en compte et les
structures secondaires sont, par conséquent, imposées en gros-grain. De plus, le champs de
force MARTINI que nous avons choisi décrit moins bien les interactions électrostatiques que
les champs de force tout-atome mais décrit précisément les interactions hydrophobes.

Seules les deux protéines A45-49 et A45-51 ont subi des simulations gros-grains au cours

de ce travail de these.

2.3.3.1 La protéine A45-49

La structure servant de point de départ a la dynamique gros-grain est le modele tout-
atome minimisé par NAMD et ainsi les deux trajectoires tout-atome et gros-grain ont le
méme point de départ.

La trajectoire s’équilibre rapidement (figure 2.30A). Les fluctuations des trajectoires gros-
grain et tout-atome sont globalement superposables (figure 2.30B). On observe des différences
de fluctuation dans la charniere H3 qui se réarrange différemment dans les deux trajectoires.
De plus, on observe une hausse de fluctuation du linker R20-21 dans la trajectoire gros-grain

correspondant a la formation d’un coude.

- I I I I I — .
A I I I I B Repeat 16 m Hinge 3 Repeat 21

Tout-atome

RAMSD

o L1 I I N | . T T I B
o 1a40B 2a406 3a40B6 42406 Sa40B 0 100 200 300 400

temps residu

FIGURE 2.30 — A. Ecart quadratique moyen des Ca de la trajectoire gros-grain de A45-49 en nm
(RMSD). B. Fluctuation des structures secondaires au cours de la trajectoire en nm.

La trajectoire gros-grain a été réduite a sept structures représentatives représentant 81
% de la trajectoire totale (tableau 2.10).

En extrayant les trois structures majoritaires, on remarque qu’elles adoptent le méme
type de conformation. En effet, le tandem de répétition R16-R17//19 pivote et la charniere
devient plus compacte, ce qui a pour conséquence un raccourcissement de la protéine. De

plus, on observe la formation du coude correspondant a la hausse de fluctuation observée
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1203 4] 5 |6] 7
1(14%) [0]8]6,6] 9,3 | 10,4 8,3 10,2
2(A%) [-10| 8 [106] 12,1 9 | 1338
3A%) [-[-10 5267 |54] 81
A(A7T%) [-[-[ -1 0 |46 [49] 58
5RI%) [ -[-[ -1 - [0 [43]56
602%) |--| - | - o7
TU6%) |- |- | - | - | - [ -] 0

Tableau 2.10 — Déviation quadratique moyenne (en A ) des carbones « entre les sept structures
représentatives majoritaires de la trajectoire gros-grain.

entre R20 et R21(figure 2.31). Bien que les structures secondaires soient figées, la simulation
gros-grain laisse la possibilité aux hélices de couder. Nous avions déja observé ce type de

coude dans une autre simulation gros-grain ou le linker R10-11 coudait également.

R R21
H3 R20

R17/1G structure initiale

Rotation de R16
et R17//19

compaction au
niveau de H3

FIGURE 2.31 — Comparaison de la structure initiale de A45-49 gros-grain avec les trois structures
les plus représentatives de la DM. La structure initiale est colorée en fonction des régions la compo-
sant. Les 3 structures représentatives sont colorées du gris au noir. Les structures sont superposées
sur la répétition 20.

Ces conformations different des structures représentatives tout-atome obtenues précé-
demment, ce qui rend difficile une superposition entre les structures aux deux résolutions
(tableau 2.11 et figure 2.32). En effet, bien que les points de flexibilité dans les trajectoires

gros-grain et tout-atome soient similaires, les mouvements qu’ils entrainent different.
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TA
aa 0| 1 | 2
1 176 | 15,6 | 17,7
2 178 [ 17,7 18,9
3 10,7 [ 17,7 | 20,6
1 22,3 | 20,1 | 23
5 22,9 | 20,6 | 22,9
6 21,3 | 19,8 | 20,7
7 23,6 | 20,7 | 24

Tableau 2.11 — Déviation quadratique moyenne (en A) entre les structures représentatives tout-
atome et gros-grain aprés superposition globale des structures. TA : structures représentatives tout-
atome. GG : structures représentatives gros-grain.

FIGURE 2.32 — Superposition de la structure représentative 1 de la trajectoire gros-grain (noir)
avec les 3 structures représentatives de la trajectoire tout-atome (bleu).

2.3.3.2 La protéine A45-51

Tout comme pour la protéine A45-49, le point de départ de la trajectoire gros-grain
A45-51 est le modele tout-atome minimisé par NAMD.

La trajectoire gros-grain s’équilibre rapidement et on distingue deux conformations ma-
joritaires (figure 2.33A). Les profils de fluctuation sont globalement identiques entre les
trajectoires gros-grain et tout-atome (figure 2.33B). Dans les deux trajectoires, la répétition
hybride R17//20 présente une fluctuation élevée particulierement au niveau de I'hélice B
indiquant que la répétition hybride est moins stable que les répétitions natives. Les deux
répétitions tronquées formant la répétition hybride semblent présenter des propriétés élec-

trostatiques et/ou hydrophobes modifiées engendrant une instabilité de la répétition.
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FIGURE 2.33 — A. Ecart quadratique moyen des Ca de la trajectoire gros-grain de A45-51 en nm

(RMSD). B. Fluctuation des structures secondaires au cours de la trajectoire.

Trois structures représentatives représentant 79% de la trajectoire totale ont été extraites
(tableau 2.12).

1] 2] 3
1(37%) | 05,486
2(35%) | -| 0 |85
3(7T%) [ -| - | 0

Tableau 2.12 — Déviation quadratique moyenne (en A) des carbones a entre les trois structures
représentatives majoritaires de la trajectoire gros-grain.

La superposition de ces trois structures met en évidence un mouvement de torsion de
R21 entrainant toute la molécule et rapprochant les boucles AB de R16 et BC de R17//20
ainsi que les boucles AB de R17//20 et BC de R21. Ce mouvement de torsion est également
observé dans la simulation tout-atome (section2.6).

La superposition des structures représentatives révele que la structure représentant le
plus grand groupe tout-atome (groupe 0 en rouge dans la figure 2.34) est la plus proche de
la structure représentant le plus grand groupe gros-grain (groupe 1 en blanc dans la figure
2.34) (tableau 2.13).
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FIGURE 2.34 — Superposition des structures représentatives gros-grain représentées par des sphéres
et des structures représentatives tout-atome représentées par des rubans. Les structures sont super-
posées sur la répétition 16.

TA
e 0 1 2
1 14,6 | 17,6 | 20
18,6 | 27,7 | 28,6
3 17,3 1232 19

Tableau 2.13 — Déviation quadratique moyenne (en A ) entre les structures représentatives tout-
atome et gros-grain apreés superposition de la répétition 16. TA : structures représentatives tout-
atome. GG : structures représentatives gros-grain.

L’utilisation de dynamiques gros-grain a permit de mieux échantillonner les conforma-
tions possibles des protéines A45-49 et A45-51. Cependant, le champs de force gros-grain
MARTINI est moins précis que les champ de force tout-atome pour les interactions électro-
statiques et les liaisons hydrogenes. Par conséquent, il est intéressant de coupler les deux
approches. Dans I’avenir, nous pouvons envisager d’utiliser les structures représentatives
gros-grain comme nouveau point de départ pour des trajectoires tout-atome et réaliser des
dynamiques multi-échelle (figure 2.35). Ainsi, les dynamiques tout-atome s’écarteront du
biais éventuel des structure-patrons de spectrine utilisées pour construire les modeles par

homologie.
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FIGURE 2.35 — Principe de l'approche multi-échelle envisagée.

Nous pourrons également étudier plus précisément les propriétés de surface hydrophobe
des structures représentatives gros-grain ou leur éventuelle interaction avec des lipides en les
plongeant dans des grilles de potentiels hydrophobes mimant une membrane comme cela a

déja été fait précédemment sur la neurotensine au sein de 1’équipe [Da Costa 2012].






Chapitre 3
La base de données eDystrophin

eDystrophin est une base de données librement accessible sur internet, développée au sein
de I’équipe et complémentaire des base de données spécifiques du gene DMD existantes (cf.
section 1.3.2.3). Elle permet une analyse in silico des dystrophines mutées, majoritairement
tronquées, observées chez les patients présentant une mutation en phase. Elle propose une vue
synthétique de I'impact des mutations sur les domaines structuraux et les domaines de liaison
des dystrophines tronquées. De plus, lorsqu’il s’agit d’une délétion touchant le domaine
central, eDystrophin fournit un modele structural de la région entourant la délétion afin de
mesurer 'impact de la délétion sur la structure de la protéine. Un article correspondant a

ce travail a été publié dans Orphanet Journal of Rare Diseases [Nicolas 2012].

3.1 Matériel et méthodes

Contrairement aux bases de données gene-spécifiques, eDystrophin n’est pas sous format
standard. En effet, il n’existe pas de structure standard de base de données pour les protéines.
Par conséquent, nous avions une grande flexibilité pour mettre en place eDystrophin. Je 'ai

donc développée pour qu’elle réponde a nos besoins spécifiques.

3.1.1 Matériel

eDystrophin est composée de deux entités : la base de données et le site internet qui est
Iinterface. Les deux entités sont hébergées sur la plateforme de bioinformatique BioGenouest
(http://www.genouest.org) et utilisent le serveur web Apache. eDystrophin est librement
accessible a ’adresse http://edystrophin.genouest.org/

La base de données utilise le systeme de gestion de base de données MySQL 5.1.37
(http://www.mysql.com/) inclut dans la suite logiciel MAMP (http://www.mamp.info/
en/index.html). MySQL est un systéme de gestion de base de données gratuit et tres

couramment utilisé pour construire des bases de données en bioinformatique.

105
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Le site web a été développé en utilisant les langages XHTML/CSS, PHP 5 (http:
//www.php.net/) et JavaScript. XHTML et CSS sont les langages standards de création
de sites internet. PHP 5 est un langage de programmation permettant de créer des sites
internet dynamiques et de faire le lien avec la base de données MySQL. PHP permet éga-
lement, par 'intermédiaire de scripts, d’intégrer, d’analyser et d’extraire les données de la
base de données. JavaScript permet d’ajouter des fonctionnalités interactives qui améliore
I'attractivité du site internet. J’ai développé la base de données, I’ensemble du site internet
et des algorithmes inclus dans eDystrophin.

Les schémas des protéines ont été générés grace a l'outil MyDomains (http://prosite.
expasy.org/mydomains/). Pour les schémas des protéines tronquées, j’ai adapté d’un script
Python créé par David Goudenege permettant de générer automatiquement les requétes http.

L’applet Jmol (http://jmol.sourceforge.net/index.fr.html) permet de visualiser

les structures et les modeles de dystrophine sur le site internet.

3.1.2 Construction de la base de données

L’objectif principal d’eDystrophin, défini des le départ, est d’apporter des informations
sur les dystrophines mutées produites suite a des mutations en phase. Plus précisément, il
s’agit d’intégrer des informations sur les régions et les liaisons aux partenaires de la dys-
trophine altérées pour chaque mutation identifiée chez un patient. Nous avions envisagé
de réaliser une version privée de la base de données avec des informations sur la structure
des protéines mutées et sur les phénotypes des patients mais nous avons finalement décidé
de rendre toutes les informations publiques. Le deuxiéme objectif est de rassembler le plus

exhaustivement possible les données disponibles sur la dystrophine sauvage.

3.1.2.1 Les données génétiques

Les séquences des 16 ADN complémentaires (ADNc) issues des sept promoteurs du gene
DMD ont été obtenues dans la base de données GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/) sous forme de fichiers XML contenant toutes les informations sur les séquences
ADNec. Ces données ont été extraites puis intégrées dans eDystrophin par l'intermédiaire

d’un analyseur syntaxique (parseur) PHP.

3.1.2.2 Les données sur la dystrophine native

Les séquences des 16 isoformes de dystrophine native ont été extraites du fichier XML
contenant les séquences des ADNc grace au méme analyseur syntaxique.

Les positions des domaines structuraux et fonctionnels de la dystrophine musculaire
Dp427m ont été extraites de 19 articles et 3 outils de recherches de domaines. Au total

35 domaines structuraux et 15 domaines de liaison ont été identifiés sur la dystrophine.
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En fonction des études publiées, il peut y avoir un léger décalage dans la définition des
domaines, par conséquent, toutes les variations de position des domaines ont été intégrées
dans eDystrophin avec la référence originale. Cependant, un domaine par défaut a été choisi
a chaque fois pour étre utilisé, par la suite, sur les dystrophines mutées.

Les deux domaines structuraux dont la structure 3D a été résolue par cristallographie a
rayons X ont été intégrés dans eDystrophin : le domaine de liaison a 'actine ABD1 (PDB:
1DXX), et le domaine de liaison au S-dystroglycane comprenant le domaine WW, et deux
mains EF (PDB: 1EG3). Les modeles par homologie des répétitions de la dystrophine que

nous avons réalisés sont également disponibles [Legrand 2011].

3.1.2.3 Les données cliniques

Afin de collecter le plus exhaustivement possible les mutations en phase du gene DMD et
d’obtenir des données cliniques fiables, nous avons collaboré avec le Laboratoire de Biochi-
mie et de Génétique de I'Institut Cochin (LGBM) appartenant au réseau de ’'UMD-DMD
[Tuffery-Giraud 2009]. Nous avons également collecté des données dans des études précédem-
ment publiées. Au total, nous avons collecté des données sur 935 patients : 531 provenant
du LGBM et 414 provenant de la littérature. Les données provenant du LBGM était sous
la forme d’un fichier csv, facilement lisibles par un analyseur syntaxique créé pour intégrer
les données dans eDystrophin. Les données provenant de la littérature ont été manuellement
intégrées dans un autre fichier csv puis intégrées dans eDystrophin par l'intermédiaire du
méme analyseur syntaxique.

Les patients sont répartis dans 6 groupes phénotypiques en fonction de la classification
internationale en vigueur :

e DMD : Patients ayant perdu la marche avant 12 ans.

e IMD : Patients ayant perdu la marche entre 12 et 16 ans.

e BMD : Patients ayant perdu la marche apres 16 ans.

Asymptomatic : Patients ne présentant pas de symptomes musculaires et cardiaques

a leur derniere visite.

Pending : Patients avec trop peu d’informations cliniques pour étre classifiés (géné-
ralement trop jeunes).

e DCM : Patients présentant une cardiomyopathie isolée.

Les résultats des examens de biochimie utilisés pour le diagnostic sont disponibles pour
360 patients. Ces résultats comprennent les résultats d’immuno-coloration et/ou de Western
blots réalisés avec trois anticorps anti-dystrophine ciblant des régions différentes de la pro-
téine. Les données d’immuno-coloration provenant du LGBM sont présentées en fonction de
la régularité de la coloration (normale, réguliere, irréguliere, mosaique, sans signal mais avec
des fibres révertantes, sans signal) et de U'intensité (élevée, moyenne, faible). Les Western

blots ont été réalisés avec les trois anticorps et décrits en fonction de la quantité de fluo-
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rescence (élevée, moyenne, faible) et de la taille (élevée, normale, réduite ou non détectée)
de la dystrophine. Toutes ces données ont été synthétisées en deux éléments dans eDystro-
phin : niveaux d’expression de la dystrophine (élévé, normal, faible) et taille de dystrophine
détectée (petite, normale et large).

De plus, lorsque les données sur la présence d’une cardiomyopathie et/ou d’un retard
mental sont disponibles, elles sont intégrées dans eDystrophin.

Dans eDystrophin, toutes les données cliniques sont enregistrées par patient. Cependant,
le but d’eDystrophin n’est pas de fournir des informations cliniques pour chaque patient mais
de présenter une vue globale des atteintes symptomatiques par mutation. Par conséquent,
les données cliniques disponibles sur le site internet sont présentées sous forme d’effectifs et

de moyennes pour chaque mutation.

3.1.2.4 Les données sur les dystrophines mutées

L’innovation d’eDystrophin réside dans les informations que la base de données déduit sur
la structure et le maintien des interactions des dystrophines tronquées a partir des mutations

en phase collectées. L’approche est décrite dans la figure 3.1.

@l Nouvelle mutation |

2

- _—
B ‘ ]@Jalcul des séquences
<i g / (ADNG et protéine)
3 k.
A\ base de données
PROCHECK i RN
ProSA-Web eDyStrOphln \j | Calcul des domaines
Verify3D <: //‘ structuraux et fonctionnels)

Extraction des domaines

/ Extraction dela " structuraux
__séquence entourant |

le site de délétion

FIGURE 3.1 — Méthode générale d’ajout de nouvelles mutations dans eDystrophin. 1. Une nouvelle
mutation est insérée dans eDystrophin. 2. Les séquences d’ADNc et d’acides aminés correspondantes
sont calculées. 3. La présence ou l’absence des domaines structurauz et fonctionnels est calculée sur
la protéine mutée. 4. Les positions des domaines structurauzx sont extraites de la base de données afin
d’étre soumis a MyDomains qui schématise la protéine. 5. La séquence d’acides aminés entourant
le site de délétion est extraite puis soumise au serveur de modélisation par homologie I-TASSER.
6. Les modéles issus de I-TASSER sont évalués par plusieurs logiciels et les résultats intégrés dans
la base de données.

Les mutations

Les mutations observées chez les patients ont été intégrées a la base de données en méme

temps que les données cliniques. Au total, eDystrophin comprend 209 mutations différentes
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provenant de 945 patients. 100 mutations proviennent d’études précédemment publiées, 109
ont été fournies par le LGBM dont 42 sont communes aux 2 sources. Les mutations ont été

nommeées selon les recommandations de I’'Human Genome Variation Society.

Les séquences mutées

Pour chaque mutation, les séquences d’ADNc du transcrit musculaire (dp427m) et des
transcrits plus courts (dp260, dp140, dp116 et dp71) sont déduites grace a un algorithme
qui extrait les positions de la mutation. Puis les séquences sont, soit dupliquées en tandem
dans le cas de duplications, soit tronquées dans le cas de délétions, soit simplement mutées
dans le cas de mutations ponctuelles. Les séquences d’ADNc sont ensuite traduites. Les 209
séquences d’ADNc et protéiques sont ensuite intégrées a la base de données.

Les tailles des séquences et les masses moléculaires sont également calculées et intégrées

a la base de données.

Les domaines structuraux et fonctionnels

Toutes les séquences mutées de l'isoforme musculaire (dp427m) de la dystrophine sont
soumises a un algorithme qui calcule si les domaines caractérisés sur la dystrophine native
sont présents ou non sur les dystrophines mutées. Cet algorithme calcule si les domaines
sont entierement présents, totalement absents ou partiellement présents et précise quelle
extrémité est présente. Pour cela, I’algorithme compare la position de la mutation avec les
positions des différents domaines (figure 3.2). Dans un deuxiéme temps, la présence de ces

domaines est calculée sur les isoformes plus courtes.

< | extrémités N et C term. présentes | >

@ O
b > = B

...SYGTRALAQHALAYSKNTD fG FLEKGEMIRPROLLLWCVRSNTKMM DEGFLQF) IGHILKFNLPRSTAQMED...

|

délétion

dystrophine
native

FIGURE 3.2 — Principe de l'algorithme de calcul des domaines sur une protéine tronquée. L’algo-
rithme compare la position de la délétion (représentée par une accolade) avec les positions de chaque
région identifiée sur la protéine native (représentées par des doubles fléches). 1. Si la région est en
position N-terminal de la mutation, elle est présente. 2. Si la région est a cheval sur l’extrémité
N-terminale de la délétion, la partie N-terminale de la région est présente. 3. Si la région est in-
cluse dans la délétion, elle est absente. 4. Si la région est a cheval sur ’extrémité C-terminale de la
délétion, la partie C-terminale de la région est présente. 5. Si la région est en position C-terminal
de la délétion, elle est présente. 6. Si la région est plus grande et englobe la délétion, les parties N-
et C-terminales de la région sont présentes.
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Les domaines structuraux (choisis par défaut) sont extraits et écrits dans un fichier texte
afin de générer automatiquement le schéma des protéines mutées par I'intermédiaire d'un al-
gorithme soumettant automatiquement toutes les protéines tronquées au logiciel MyDomain.

Ces schémas sont ensuite référencés dans la base de données.

Les modéeles par homologie

Pour toutes les protéines présentant une délétion dans le domaine central, la structure
3D de la jonction de la délétion a été modélisée. Les modeles par homologie étant centrés
sur la jonction, un algorithme a extrait uniquement les séquences protéiques entourant la
jonction, c¢’est-a-dire le domaine structural ou se situe la jonction et les domaines structuraux
précédents et suivants. Ces fragments de protéines ont été modélisés selon le protocole décrit
dans la section 2.1.1. Les modeles structuraux ont ensuite été soumis a plusieurs programmes
classiques de vérification de la qualité des modeles (PROCHECK [Laskowski 1993], ProSA-
web et Verify3D [Luthy 1992]). Tous les résultats de ces logiciels sont ensuite intégrés dans
la base de données. Cependant, seul le graphe de Ramachandran décrivant la distribution

des acides aminés en fonction des structures secondaires est accessible sur le site internet.

3.1.2.5 Mises a jour de la base de données

De nouvelles données peuvent étre introduites dans eDystrophin, comme par exemple
de nouvelles données cliniques, de nouvelles mutations ou un nouveau domaine de liaison
a un partenaire. Ces mises a jour sont principalement des demandes provenant de I’équipe
ou de nos collaborateurs mais il est possible de nous contacter par 'intermédiaire du site
web d’eDystrophin pour demander I'insertion de nouvelles données. Ces mises a jour se font
de fagon semi-automatique. En effet, les données intégrées dans eDystrophin sont d’abord
manuellement validées afin de n’intégrer que des données fiables. Un des points de vérifi-
cation important est la technique utilisée pour identifier une mutation chez un patient. Il
est important que ces mutations soient délimitées de facon fiable soit par MLPA, soit par
mPCR des 79 exons, soit par séquencage complet du gene.

Une fois que les nouvelles données sont validées, plusieurs algorithmes permettent de
mettre a jour la base de données. Cette mise a jour se fait en plusieurs étapes notamment a
cause de 'utilisation des outils externes MyDomains et - TASSER. La mise a jour s’étale donc
sur quelques jours a cause du délai de réponse d’I-TASSER (72h maximum). Il pourrait étre
envisagé a 'avenir d’installer [-'-TASSER localement pour automatiser et accélérer la mise a
jour. Comme c’est le cas pour de nombreuses bases de données supervisées par des curateurs,
la mise a jour se fait dans un premier temps sur la version locale puis, une fois validée, la
mise a jour est effectuée sur le serveur de la version publique.

De plus, il est envisagé de relier eDystrophin a la base de données UMD-DMD en intégrant

des liens sur les pages des protéines mutées.
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3.2 Reésultats

3.2.1 La base de données relationnelle

La base de données relationnelle d’eDystrophin comprend 18 tables (voir figure 3.3) :
7 tables contiennent les informations sur la dystrophine native et le gene sauvage, 9 tables
contiennent les informations liées aux mutations (patients, mutations, dystrophines mutées),
une table est commune aux deux parties et une table contient les données des utilisateurs
enregistrés. Nous avons choisi de garder les données générées par des logiciels externes sous
format de fichiers et de simplement référencer le nom des fichiers dans les tables. C’est par
exemple le cas des fichiers de cordonnées (pdb) des modeles structuraux et des fichiers images

(ex : MyDomains).
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A

|

Prot_mutated

| Phenotype v
id Patient INT(11)

» patient_in_publi VARCHAR(45)
disease VARCHAR(45)
gravity VARCHAR(45)
immuno1 VARCHAR(45)
immuno2 VARCHAR(45)
immuno3 VARCHAR(45)
wh1 VARCHAR(45)
wh2 VARCHAR(45)
whd VARCHAR(45)
dys_level VARCHAR(45)
dys_size VARCHAR(45)
protinfo TEXT
comments TEXT
M_mutationRet VARCHAR(45)
cardic VARCHAR(11)
mental VARCHAR(11)
apilepsia TINY INT(4)
B_idBiblic INT(11)

idProt_mutated INT{11)
M_mutationRef VARCHAR(

» hgvs_mutation VARCHAR(45)

protSequence TEXT
> alnFile VARCHAR(45)
> molWwt DOUBLE
» myDomains YARCHAR(45)
& PW_idProt INT{11)

v

45)
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| Domain_struct_mut ¥

idAegionMut INT(11)

type VARCHAR(45)

nama VARCHAR(45)
posBagin INT(11)

posEnd INT(11)
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R_idRegion INT{11)

state VARCHARI45)
posBeginDna INT(11)
posEndDna INT(11)

D_idDomain INT{11)
state VARCHAR(45)
posBeginDna INT(11)

DomainMut_StructMut  »

posEndDna INT(11)

»>

] Structure_prot_mutated

idStructhut INT{11)
name VARCHAR|45)
label VARCHAR(45)
info VARCHAR 45)
C-score FLOAT
Z-score VARCHAR(45)
second_struct TEXT

> procheck VARCHAR{45)
» e-plot VARCHAR(45)

» z-plot VARCHARI45)
»werfy3D VARCHAR(45)

» stide VARCHAR(45)

» psipred VARCHAR(45)

» ramachandran VARCHAR(45)
» model_image VARCHAR(45)
» comment TEXT

» follow_rule VARCHAR(45)

» repeat_reconstituted VARCHAR(11)

112

] user
id INT{11)
» login VARCHAR(45)
» password VARCHAR(45)
> ip VARCHAR(20)
»

v

»

Dystrophing native
"] Protein_wd v ] Domain_struct ¥

] cDNA_wd hd idProtain_wd INT(11) dRegion INT(11) W EEemi
idSequence_wd INT{11) sequence TEXT type VARCHARI45) idDomain INT{11)
ref_official VARCHAR{45) ref_official VARCHAR(45) name VARCHAR{45) type VARCHARS)

» abb VARCHAR(45) CcDNA_wd_idSequence_wd INT(11) abb VARCHAR(45) name VARCHAR{45)
sequence TEXT > name VARCHAR(100) B_idBiblio INT(11) b VARCHAR{45)
organism VARCHAR(45) > alnFile VARCHAR(45) P_idProtein_wd INT(1 1) B_idBiblic INT(11)
ref_publi VARCHAR(45) > molWt DOUBLE posBagin INT(11) ; P_igPratein_wd INT(11)
name VARCHAR(100) »> posEnd INT{11) posBegin INT(11)

5 ATG_pos INT(8) label VARGHAR(45) posEnd INT(11)

» end_CDS INT(E) oT . ‘sDefault TINVINT(1) label VARCHAR(45)

» alg_dp427m_aln INT(8) : tructure_Prot extraSource VARCHAR(45) is Default TINYINT(1)

» prome_dp427m_aln INT(6) idStruct INT(11) » posBeginDna INT(11) » posBeginDna INT(11)
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*—K T info VARGHAR(45)
e = C-score FLOAT T
 ilustration VARCHAR(45)
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begin INT(11)
end INT(11) »
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Domain_Stru b »
sequence TEXT j Ll ct_pd j Bibliography
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H intemalRef Y ARCHAR(45)
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Z Mutation v A » first_author VARGHAR(45)
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mutationRef VARCHAR(45) * | +
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mu’
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>

FIGURE 3.3 — Diagramme de la structure de la base de données

Les tables de la section Wild-type dystrophin (en vert dans la figure précédente)

contiennent principalement des données collectées dans la littérature et dans les bases

de données. Les séquences des différents transcrits et leurs références officielles sont dans

la table ¢cDNA_wd. Les positions et la séquence de chaque exon du transcrit musculaire

(dp427m) sont notés dans la table Ezons. A chaque transcrit de la table ¢DNA_wd,

correspond une protéine dans la table Protein wd. Les informations sur les domaines

structuraux caractérisés sur la dystrophine native dp427m sont enregistrés dans la table

Domain__struct. De la méme maniere, la table Domain_bind contient les données sur les

domaines de liaison. Les fichiers pdb contenant les coordonnées des domaines structuraux
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sont référencés dans la table Structure Prot _wd reliée a la table Domain_struct par une
table intermédiaire Domain_ Struct pdb. Chaque domaine structural, chaque domaine de
liaison et chaque structure 3D sont enregistrés avec leur source. Toutes ces sources sont

rassemblées dans la table Bibliography.

La section Mutated dystrophin (en violet dans la figure précédente) contient les séquences
mutées dans la table Mutation. Les références de chaque mutation sont inscrites dans la
table Bibliography. Pour chaque séquence mutée, les exons présents, absents ou modifiés sont
enregistrés dans la table Frons mut. De plus, les informations sur les séquences primaires
mutées sont inscrites dans la table Protein__mutated. Les positions des domaines structuraux
déduits des séquences protéiques sont enregistrées dans la table Domain__struct_mut et celles
des domaines de liaisons sont enregistrées dans la table Domain_ bind__mut. Les modeles par
homologie générés par I-TASSER et les fichiers des logiciels d’évaluation sont référencés dans

la table Structure prot _mutated.

3.2.2 L’interface d’eDystrophin

L’interface d’eDystrophin est un site internet librement accessible. Il comporte quatre

grandes parties :

e La section Knowledge n’est pas liée a la base de donnée mais apporte une vue
d’ensemble sur la dystrophine en fournissant des informations sur le gene, la protéine,
les pathologies associées et les thérapies envisagées.

e La section Explore database est 'interface ou il possible d’interroger la base de
données et de télécharger les informations. Cette section est divisée en deux parties :
Wild-type dystrophin et Mutated dystrophin.

e La section Statistics fournit les statistiques d’eDystrophin.

e La section Links rassemble quelques liens utiles et I’ensemble des publications réfé-

rencées dans eDystrophin.

3.2.2.1 La page Wild-type dystrophin

Cette page contient toutes les informations sur les séquences d’ADNc et des protéines
natives et les structures 3D des domaines de la dystrophine native. L’ensemble des séquences
de cette page sont en format fasta et sont facilement enregistrables par copier-coller dans un
fichier texte.

Les séquences d’ADNc et d’acides aminés des 16 isoformes sont accessibles par 'onglet
Isoform full length sequences (cDNA and protein) (figure 3.4 A).

Les séquences des exons sont accessibles par 'onglet Ezon sequences (figure 3.4 B). Dans

cet onglet, il suffit de cliquer sur un exon du schéma pour voir sa séquence apparaitre a
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droite et avoir la possibilité de la copier.

Les séquences des domaines structuraux et les domaines de liaison sont accessibles, respec-
tivement, par Uonglet Structural domain sequences et par Binding domain sequences (figure
3.4 C). De la méme fagon que dans l'onglet Exon sequences, les séquences d’intérét sont
accessibles en les sélectionnant sur le schéma de la protéine. Il peut y avoir plusieurs études
publiées positionnant les domaines de facon légerement différentes. Un tableau permet de
choisir la "version" de la séquence du domaine a afficher. La "version" du domaine choisie par
défaut dans eDystrophin est indiquée.

Les deux structures obtenues par cristallographie aux rayons X précédemment publiées
et les modeles 3D des répétitions que nous avons précédemment publiés [Legrand 2011] sont
disponibles dans I'onglet 3D-structure models (figure 3.4 D). Dans cet onglet, les structures
3D peuvent étre directement visualisées par l'intermédiaire de ’applet Jmol. Un schéma
annoté, sur la droite des modeles, rappelle 'organisation des structures tridimensionnelles.

Les fichiers de coordonnées peuvent également étre téléchargés.

|t 8 g oo (O s ot

Wild-type dystrophin

| * Isoform full length sequences (DNA and protein)

. | © Exon sequences

| # Structural domain sequences

| “ Binding domain sequences

Son Bof Lon

¥ Soructure viswolived with Jmoi.Right Chick to display mem:
Nerminal i ndicated by gellow bal.

FIGURE 3.4 — Captures d’écran de la page Wild-type dystrophin. A. Onglet Isoform full length
sequences (¢cDNA and protein). B. Onglet Exon sequences. C. Onglet Structural domain sequences.
D. Onglet 3D-structure models.
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3.2.2.2 Les pages Mutated dystrophin

Ces pages sont dédiées aux 209 mutations en phase incluses dans eDystrophin. Trois types
de recherches sont proposés : par type de mutation, par phénotype associé ou par domaine
touché.

La recherche par type de mutation (Search by mutation type) permet a l'utilisateur de
rechercher des délétions, des duplications ou des substitutions. Lorsque Deletions ou Dupli-
cations est choisi, un schéma représentant les exons apparait (figure 3.5). La sélection d’'un
exon sur le schéma affiche une liste de délétions ou duplications affectant cet exon dans
laquelle T'utilisateur peut choisir la mutation qui l'intéresse. Il est également possible de

sélectionner la mutation d’intérét directement dans le menu déroulant en bas de la page.

Search a deletion by involved exon

I 1) Select by click one exon involved in deletion " 2) Choosea deletion in list (Gt istascsv )

Exon chosen: 16

@ deletion exons 3-16 (O deletion exons 10-16

" 2 3l a 5 [ 7 8 g 10 1 12 (O deletion exons 3-18 (O deletion exons 10-18
Odeletion exons 3-20 O deletion exons 10-26
O deletion exons 3-25 (O deletion exons 10-28
(O deletion exons 3-26 (O deletion exons 10-29
(Odeletion exons 3-27 O deletion exons 10-34
O deletion exons 3-29 O deletion exons 10-37
(Odeletion exons 3-30 (O deletion exons 10-38
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 Odeletion exons 3-33 O deletion exons 10-41
(O deletion exons 3-34¢ (O deletion exons 10-42

Odeletion exons 3-35 (O deletion exons 10-44

a4 35 36 37 28 a9 a0 a1 a2 43 (Odeletion exons 3-37 () deletion exons 10-48
(Odeletion exons 3-41 (O deletion exons 11-27
Odeletion exons 3-42 (O deletion exons 11-29
(O deletion exons 3-44 (O deletion exons 11-30
(Odeletion exons 3-47 () deletion exons 12-43
(O deletion exons 3-49 (O deletion exons 13-30
O deletion exons 4-30 O deletion exons 13-34
54 55 56 57 58 59 60 616263 64 65 (Odeletion exons 5-18 (O deletion exons 13-40
(O deletion exons 5-37 O deletion exons 13-41
O deletion exons 5-44 () deletion exons 13-42
Odeletion exons 5-48 (O deletion exons 13-44
(Odeletion exons 8-19 (O deletion exons 14-41
(O deletion exons 8-21 (O deletion exons 16-29

44 45 a6 a7 48 49 8 50 51 52 53

67 68 B 698 70 74 75 768 77878074

" (see protein ]
“¥* Or straight select a deletion in list:

| deletion exons 2-7 . #].: see protein ;

FIGURE 3.5 — Capture d’écran de la page de la page Search by mutation type.

Lorsque Substitutions est sélectionné, 'utilisateur choisi la substitution d’intérét directe-
ment dans le tableau présenté.

Il est également possible de faire une recherche par phénotype en sélectionnant Search
by phenotype. L’utilisateur peut alors rechercher toutes les mutations qui ont été identifiées
chez des patients présentant un phénotype spécifique en sélectionnant affecting at least one
patient, ou au contraire afficher toutes les mutations ot un phénotype spécifique n’a pas été
identifié en sélectionnant affecting no patient. Les phénotypes que 1'utilisateur peut choisir
sont ceux décrits dans eDystrophin : Asymptomatic, BMD, IMD, DMD, DCM, Pending.

La recherche par domaine (Search by involved domain) permet de rechercher toutes les
mutations touchant un domaine de liaison ou un domaine structural de la dystrophine. Le

schéma de la dystrophine apparait et permet de choisir de fagon intuitive le domaine d’intérét
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puis de sélectionner une mutation dans la liste qui apparait.

Les listes de mutations sont téléchargeables sous fomat csv.

Quelque soit la maniere d’interroger eDystrophin, apres avoir choisi une mutation et
cliqué sur le bouton see protein, une nouvelle page apparait (figure 3.6). Cette page rassemble
toutes les informations sur la mutation et la protéine mutée présentes dans la base de données.
Cette page est constituée d'un tableau résumé et de quatre onglets ouvrables. L’ensemble

des informations de cette page est téléchargeable sous format PDF.

: A dataased dicated to

deletion exons 45-49 *

CDNA Mutation ©6439-2_7200+7del Protein Mutation | p.Glu2147_Lys2400del

*J* You can save this page in pdf format (may
take few seconds generating file)
Phenotype 45BMD:3IMD; 1 Pending | Protein Weight 397539 Da (Get pof file )

CcDNA Size 10293 nt Protein Size 363128

CcDNA Sequence (Getsequence ) Protein Sequence (Get sequence )

* mutation found in Flanigan, 2009 (BMD) and Morandi, 1995 (BMD) and Beqas, 1991 (BMD) and Taylor,2007 (BMD) and Comi,1994 (BMD) and Dent,2005 (BMD) and
Cochin Hospital, Paris (BMD, IMD, Pending) and Kaspar,2009 (BMD)

‘ * Clinical data

‘ * Protein Structural Domains

‘ * Protein Binding Domains |

‘ * 3D-structure model of the mutation site

FIGURE 3.6 — Capture d’écran de la page de la délétion des exons 45 a 49.

Le tableau résumé contient la nomenclature de la mutation sur I’ADNc et sur la protéine,
la taille des séquences nucléotidiques et protéiques, la masse moléculaire de la protéine et les
phénotypes associés a cette mutation.

L’onglet Clinical data rassemble les données sur ’ensemble des patients porteurs de cette
mutation et présents dans la base de données (figure 3.7). La répartition des phénotypes est
représentée. Lorsque les données sont présentes, une représentation en camembert présente
le niveau de dystrophine détectée dans les muscles, la taille de la dystrophine détectée, la

présence éventuelle de cardiomyopathie et de retard mental a la derniere visite médicale.

“Clinical data

100 91.84
BMD | 45(91.84%) « Pending: no diagnostic 80
- « Asymptomatic: no symptoms observed 560
MD_| 612 « BMD: Becker Muscular Dystrophy Z40
Pending | 1(204%) * DMD: Duchenne Muscular Dystrophy 52
ol « DCM: Dilated Cardiomyopathy S0 500 o IME12 o o
0

49 (100%)
© TPOE O
& o T

sox o g cardac mental
failure 35% retardation

0 normal o g no cardisc < o mental
rmal reduced < ‘
2% mna ~ 6% | @ na
- 5% 58

39% 1%

Dystrophin level detected Size of dystrophin detected Cardiac failure Mental retardation

FIGURE 3.7 — Capture d’écran de l’onglet clinique de la délétion des exons 45 a 49.

L’onglet Protein Structural Domains présente un schéma de la dystrophine mutée avec
le site de mutation indiqué par un spot rouge et les domaines structuraux présents (figure

3.8). Un tableau indique si les isoformes plus courtes sont touchées par la mutation.
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“ Protein Structural Domains

Global view of protein regions (‘Ger domain sequences as fasta

(T Mutation site)

Dystrophin isoforms.

‘ Dp260-1 ‘ Dp140 ‘ Dp116 Dp71 ‘

Mutation in promoter
unknown consequences at protein leve!

‘Same mutation as dp427m above

Isoform not affected by the mutation | Isoform not affected by the mutation

FIGURE 3.8 — Capture d’écran de l’onglet domaines structuraux de la délétion des exons 45 da 49.

L’onglet Protein binding domains contient un tableau résumant les conséquences de la

mutation sur les domaines de liaison (figure 3.9).

“Protein Binding Domains

Deduced binding properties of mutated dystophin

K19 present | ABD1 present L8D1 present LBD2 partal, center
PAR-b | present | ABD2 | partal, e || Synemin | present nNOS partal, N-term
Plectin | present | BDG present || Syntrophin | present |[ Dystrobrevin | present

Synemin2 | present | Myospryn | present

Informative binding domain scheme (in native dystrophin)

FIGURE 3.9 — Capture d’écran de l’onglet domaines de liaison de la délétion des exons 45 a 49.

L’onglet 3D-structure model of the mutation site est disponible pour les protéines tron-
quées dans le domaine central (figure 3.10). Cet onglet présente le modele structural de la
région entourant le point de jonction de la délétion. Ce modele est visible sur le site par
I'intermédiaire de I'applet Jmol et téléchargable sous format PDB. Le graphe de Ramachan-
dran, indiquant la distribution des acides aminés en fonction de la structure secondaire est
également téléchargeable. A droite du modeéle, un schéma de trois répétitions de la dystro-
phine rappelle la structure native du domaine central. De plus, un commentaire décrivant

I'impact de la mutation sur la structuration de la dystrophine est affiché.

~3D-structure model of the mutation site

deletion exons 45-48: modeling from repeat 16 to Hinge 3 from k-Tasser [ref.]

20 40 50 80 100 120
| | | | [} [

isequence

£
[: Coil, H: Helix; S: Sheet; Conf. score: from 0 (low confidence) to 9 (high confidence).
—_ ]

‘Structural model of the deletion site Wild-type protein

Comment: A fractional repeat is modeled and the filamentous structure may not be
‘maintained. More details

. S e ]

”

A S G ij‘” RO o Y
©

R LT g

oyl Ropaat 3

Ropoat 1

Jmol_S
Spin Ooff @on
Model Information
Reglons From N (yeliow ball) to C term:
* blue: repeat 16
* violet: repeat 17
* cyan: repeat 19 \-Tasser C-Score wom
* green: Hinge 3 -
PDB File Getpan)
\-Tasser C-Score 03 Ramachandran plot | (GetRamachandran )

PDB File (Getpan
Ramachandran plot | (GetRamachandran )

FIGURE 3.10 — Capture d’écran de l’onglet modéle 3D du site de jonction de la délétion des exons
45 a 49.
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3.2.3 Vue d’ensemble du contenu d’eDystrophin

3.2.3.1 Les statistiques d’eDystrophin

La base de données eDystrophin contient 209 mutations en phase (figure 3.11 A). Ces
mutations sont majoritairement des délétions d'un ou plusieurs exons (61%). Les duplications
d’un ou plusieurs exons représentent 24% des 209 mutations. Les substitutions et les petites

délétions sont minoritaires et représentent respectivement 11% et 4%.

A ¥ Exon deletions B ®BMD
DMD
50 B Other deletions Asymptomatic
IMD
Exon duplications
®DCM
14
Substitutions 33 ¥ Pending

FIGURE 3.11 — Statistiques d’eDystrophin. A. Répartition des différents types de mutations dans
eDystrophin. B. Répartition des différents phénotypes dans eDystrophin.

Les 945 patients répertoriés dans eDystrophin présentent différents phénotypes (figure
3.11 B). La grande majorité des patients (78%) présente un phénotype BMD. Il est intéres-
sant de noter que 131 patients (14%) sont diagnostiqués DMD et 20 patients (2%) sont de
phénotype IMD. Ces patients sont des exceptions a la regle de Monaco (section 1.2.4).

Beaucoup de mutations présentes dans eDystrophin sont associées a plusieurs phéno-
types. Ainsi, 111 mutations (53%) ont au moins un patient BMD associé et 104 mutations
(50%) ont au moins un patient DMD associé. Le phénotype asymptomatique n’est associé

qu’a 10% de mutations.

Les délétions d’exons associées a au moins un patient DMD sont majoritairement situées
dans le domaine ABD1 et le domaine riche en cystéine alors que les délétions associées a au
moins un patient BMD sont majoritairement situées dans le domaine central (figure 3.12).
En effet, 18 délétions commencant a l’'exon 3 ont été référencées chez des patients présentant
un phénotype DMD alors que seulement 9 délétions débutant a ’exon 3 ont été référencées
chez des patients BMD. Ces observations sont en accord avec les précédentes études qui
indiquent que les délétions dans les domaines ABD1 et riches en cystéine sont plus déléteres
[Beroud 2007, Tuffery-Giraud 2009]. Cependant, nous avons également relevé des mutations
dans le domaine central associées a des phénotypes DMD.

On remarque également que les duplications d’exons sont le plus souvent associées a un
phénotype DMD (31 duplications) qu’a un phénotype BMD (24 délétions). Ceci indiquerait

que les duplications sont tres déléteres.
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FIGURE 3.12 — Répartition des délétions d’exons (A,B) et duplications (C,D) associées avec au
moins un DMD (A,C) ou un BMD (B,D).

3.2.3.2 Etude de cas

Pour illustrer I'utilisation d’eDystrophin, j’ai choisi de décrire mutations localisées dans
le point chaud de mutation : la délétion des exons 45 a 47 (c.6439-7_6912+7del/p.
Glu2147_Lys2304del) et la délétion des exons 45 a 55 (c.6439-7_8217+7?del/p.Glu2147 _
G1ln2739del). J’ai choisi la délétion des exons 45 a 47 car elle est la plus fréquente dans
eDystrophin et la délétion des exons 45 a 55 car elle est la cible privilégiée de la thérapie par
sauts d’exons multiples.

La maniere la plus simple d’accéder aux pages de ces protéines mutées est de choisir
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Search by mutation type / Deletions puis de choisir la mutation d’intérét directement dans

la liste apparaissant en bas de la page.

La délétion des exons 45 a 47

Le tableau résumé s’affichant sur la page de la délétion d’exons 45-47 indique que la
séquence d’ADNc est composée de 10581 nucléotides et que la séquence protéique est com-
posée de 3527 acides aminés. La protéine déduite a un poids moléculaire de 408 kDa. La
protéine produite est donc plus petite que la dystrophine native (3685 acides aminés, 427
kDa). Cette mutation a été observée chez des patients présentant différents phénotypes mais
est majoritairement associée a un phénotype BMD. Les patients ont été collectés dans huit
études précédemment publiées et aupres du LGBM comme indiqué sous le tableau.

En cliquant sur Get pdf file, il est possible de télécharger ’ensemble des données de la
page dans une fiche au format PDF (figure 3.13 et 3.14).

L’onglet Clinical data permet d’avoir acces aux données cliniques avec plus de détails
(figure 3.13). On note alors que la délétion a majoritairement été identifiée chez des patients
BMD (~95%). On remarque que, lorsque les données sont disponibles, la dystrophine détectée
dans les muscles des patients est de taille réduite et présente en quantité moindre par rapport
a un muscle sain. En majorité, les patients ne présentent ni cardiomyopathie, ni retard mental

lors de leur dernier examen médical.

deletion exons 45-47

http:/edystrophin.genouest.org

deletion exons 45-47 *

cDNA Mutation €.6439-7_6912+7del Protein Mutation | p.Glu2147_Lys2304del
cDNA Size 10581 nt Protein Size 3527 aa
Phenotype 1 Asymptomatic ; 214 BMD ; 1 DCM ; 2DMD ; 2 IMD ; 4 Pending Protein Weight 408574 Da
* mutation found in Flanigan,2009 (BMD, DMD) and Morandi,1995 (Asymptomatic, BMD) and Beggs.1991 (BMD) and Taylor,2007 (BMD) and Comi,1994 (BMD, Pending) and Dent,200!
(BMD) and Tsukamoto,1991 (BMD) and Cochin Hospital, Paris (BMD, DCM, DMD, IMD, Pending) and Kaspar,2009 (BMD)
Clinical data
Asymptomatic 1(0.45%)
ymp 100 95.54
BMD 214 (95.54%) 80
® Pending: undiagnosed z
bcMm 1(0.45%) ® Asymptomatic: no symptoms observed s 60
o o BMD: Becker Muscular Dystrophy T 40
B0 2(0.88%) © IMD: Intermediate Muscular Dystrophy 320
IMD 2(0.89% © DMD: Duchenne Muscular Dystrophy 2
(0.89%) © DCM: X-linked dilated Cardiomyopathy # E17%045 0890850 45
Pending 4 (1.79%) N
_ S L PP
Patient total number 224 (100%) & ¥
mental
68% O normal 68% 36% retardation
O reduced O normal 26% O pcm no mental
O reduced O no DCM
@ high E na O na retardation
1% E na 3% 554 2% | g na
9%
1% 9% 9% 62%
Dystrophin level detected Size of dystrophin detected Dilated Cardiomyopathy Mental retardation
"n.a.: not available

FIGURE 3.13 — Premiére page de la fiche-résumé de la délétion d’exons 45-47 téléchargeable sur
Uinterface d’eDystrophin.
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L’onglet Protein Structural Domains présente un schéma de la dystrophine tronquée
montrant la répétition 17 tronquée en position C-terminale et la répétition 18 tronquée en
position N-terminale (figure 3.14). En cliquant sur le bouton Get domain sequences as fasta,
les séquences d’acides aminés des domaines structuraux au format fasta sont disponibles en
téléchargement.

La mutation touche I'isoforme Dp260 de la méme maniere que I'isoforme musculaire. Les
conséquences de la mutation sur I'isoforme Dp140 sont difficiles a prédire car la mutation
se situe dans la région promotrice mais on peut suspecter que l'isoforme sera impactée par
la mutation. Les isoformes les plus courtes (Dpl16 et Dp71) ne sont pas affectées par la

mutation.

http://edystrophin.genouest.org deletion exons 45-47

Protein Structural Domains

Dystrophin isoforms

Dp260-1 Dp140 Dp116 Dp71
Same mutation as dp427m above Mutation in promoter: Isoform not affected by the mutation | Isoform not affected by the mutation
unknown consequences at protein level
Protein Binding Domains
K19 present ABD1 present LBD1 present LBD2 partial, center PAR-1b present
ABD2 partial, N-term Synemin present nNOS partial, N-term Plectin present BDG present
Syntrophin present Dystrobrevin || present || Synemin2 present Myospryn present Ankyrin || present

3D-structure model of the mutation site

Mutated protein deletion exons 45-47 Wild-type protein
Modelisation from repeat 16 to repeat 19 from |-Tasser

C-terminal end

Comment: A fractional repeat is modeled and the filamentous structure may C” Helix
not be maintained

B Heliy

et

AN *Hell B’ Helix
N

e\ix Repeat 3

et i

N-terminal end

Repeat 1

Domains From N (yellow ball) to C term:blue: repeat 16 ; violet: repeat 17 ; cyan:

repeal 18 ; green: linker R18-R19 ; yellow: repeat 19 ; A correct three dimensional structure of three repeats

FIGURE 3.14 — Deuziéme page de la fiche-résumé de la délétion d’exons 45-47 téléchargeable sur
Uinterface d’eDystrophin.

L’onglet Protein binding domains indique les domaines de liaison de la dystrophine
modifiés par la mutation (figure 3.14). Les domaines de liaison a 'actine (ABD2), aux lipides
(LBD2) et a la nNOS sont partiellement tronqués par la délétion. Les autres domaines de

liaison sont entierement présents.

L’onglet 3D-structure model of the mutation site propose la structure par homologie de
la région entourant la délétion (cf. Chapitre 2). Ce modele comprend les répétitions 16, la
répétition constituée de fragments de 17 et de 18 et la répétition 19. Un commentaire nous

indique que la structure 3D de la jonction est composée de petites hélices ne reconstituant
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pas une répétition hybride (répétition avec une structure proche de celle des répétitions de
la dystrophine native), la répétition est donc fracturée (cf. Chapitre 2).

Le graphe de Ramachandran indique que les résidus du modele sont a 90,2% dans des
régions favorables a 1,6% dans des régions défavorables. Les acides aminés dans des régions

défavorables sont principalement localisés dans les boucles reliant les hélices.

La délétion des exons 45 a 55

Le tableau résumé s’affichant sur la page de la délétion d’exons 45-55 indique que la
séquence d’ADNc est composé de 9276 nucléotides et que la séquence protéique est composée
de 3092 acides aminés. La protéine a un poids moléculaire de 358 kDa. La protéine produite
est donc plus petite que la protéine tronquée précédente. Cette mutation a été observée
chez des patients présentant différents phénotypes mais est majoritairement associée a un
phénotype BMD. Les patients ont été collectés dans trois études précédemment publiées et
aupres du LGBM comme indiqué sous le tableau.

En cliquant sur Get pdf file, il est possible de télécharger I'ensemble des données de la

page dans une fiche au format pdf (figure 3.15 et 3.16)

L’onglet Clinical data nous indique que la délétion a majoritairement été identifiée chez
des patients BMD (~89%) mais aussi chez trois patients asymptomatiques et un patient
présentant un cardiomyopathie isolée (figure 3.15). On remarque que, lorsque les données
sont disponibles, la dystrophine détectée dans les muscles des patients est de taille réduite et
présente en moindre quantité par rapport a un muscle sain. En grande majorité, les patients

ne présentent ni cardiomyopathie, ni retard mental lors de leur derniere visite.
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http://edystrophin.genouest.org deletion exons 45-55

deletion exons 45-55 *

c¢DNA Mutation €.6439-7_8217+7del Protein Mutation p-Glu2147_GIn2739del
cDNA Size 9276 nt Protein Size 3092 aa
Phenotype 3 Asymptomatic ; 33 BMD ; 1 DCM Protein Weight 358260 Da

* mutation found in Taylor,2007 (BMD) and Tsukamoto,1991 (Asymptomatic) and Cochin Hospital, Paris (Asymptomatic, BMD) and Kaspar,2009 (BMD, DCM)

Clinical data

100

" 80

Asymptomatic 3(8.11%) ® Pending: undiagnosed £ 40
o Asymptomatic: no symptoms observed s

END 33 (8919%) ® BMD: Becker Muscular Dystrophy T 40
1(2.7% ® IMD: Intermediate Muscular Dystrophy oy

DCM ¢ ) ® DMD: Duchenne Muscular Dystrophy :' 20

Patient total number 37 (100%) ® DCM: X-linked dilated Cardiomyopathy o

Y g
P PP PSS
qz‘i‘h\ Y@,‘ﬁ\ %‘} & Q“‘ ()c"
o ] | - [} I O ocm no mentat
normal normal n
O reduced O reduced O no DCM 19% retardation
@ na O na 81% 5% O na O na
8% 3% 4%
81
41% 46%
Dystrophin level detected Size of dystrophin detected Dilated Cardiomyopathy Mental retardation

*n.a.: not available

FIGURE 3.15 — Premiére page de la fiche-résumé de la délétion d’exons 45-55 téléchargeable sur
linterface d’eDystrophin.

L’onglet Protein Structural Domains présente le schéma de la dystrophine tronquée (fi-
gure 3.16). Les répétitions 18 a 21 sont absentes ainsi que la charniére 3, la répétition 17 est
tronquée en position C-terminale et la répétition 22 est tronquée en position N-terminale .

La mutation touche I'isoforme Dp260 de la méme maniere que 1'isoforme musculaire. La
mutation touche les régions promotrices des isoformes Dp140 et Dp116. L’isoforme la plus

courte (Dp71) n’est pas affectée par la mutation.
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http://edystrophin.genouest.org deletion exons 45-55

Protein Structural Domains

Dystrophin isoforms

Dp260-1 Dp140 Dp116 Dp71

Same mutation as dp427m above Mutation in promoter: Mutation in promoter: Isoform not affected by the mutation
unknown consequences at protein level unknown consequences at protein level

Protein Binding Domains

K19 present ABD1 present LBD1 present LBD2 partial, N-term PAR-1b present
ABD2 partial, N-term Synemin present nNOS partial, N-term Plectin present BDG present
Syntrophin present Dystrobrevin | present || Synemin2 present Myospryn present Ankyrin || present

3D-structure model of the mutation site

Mutated protein deletion exons 45-55 Wild-type protein
Modelisation from repeat 16 to repeat 23 from I-Tasser

C" Helix

C-terminal end

[Comment: A hybrid repeat is modeled and the filamentous structure is may
be maintained

S . A
"‘“‘ B' Helix Helix
&,te\w- Repeat 3
R
—_—
Repeat 1
Domains From N (yellow ball) to C term:blue: repeat 16 ; violet: repeat 17 ; cyan: A correct three dimensional structure of three repeats

repeat 22 ; green: repeat 23

FIGURE 3.16 — Deuxiéme page de la fiche-résumé de la délétion d’exons 45-55 téléchargeable sur
Uinterface d’eDystrophin.

Grace a l'onglet Protein binding domains nous remarquons que les domaines de liaison
affectés sont les mémes que dans la délétion précédente (figure 3.16). En effet, les domaines
de liaison a l'actine (ABD2), aux lipides (LBD2) et a la nNOS sont partiellement tronqués

par la délétion.

L’onglet 3D-structure model of the mutation site propose un modele 3D comprenant les
répétitions 16, la répétition constituée de fragments 17 et de 22 et la répétition 23. Un
commentaire nous indique que la structure 3D de la jonction est composée d’une répétition
hybride avec une structure proche de celle des répétitions de la dystrophine native, et que
la structure filamenteuse de la protéine est donc potentiellement maintenue.

Le graphe de Ramachandran indique que les résidus du modeéle sont & 90,5% dans des
régions favorables a 1,2% dans des régions défavorables. Comme pour la délétion des exons
45-47, les acides aminés dans les régions défavorables sont principalement localisés dans les

boucles reliant les hélices.
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3.2.4 Mise en évidence de I’alignement des répétitions

sur ’alignement des exons

Nous avons remarqué que l'alignement des séquences d’acides aminés des répétitions tel
que Winder I’a réalisé en 1995 [Winder 1995a] peut étre superposé avec les bornes des exons.
En effet, chaque hélice B est encodée par deux exons et la limite entre ces deux exons s’aligne
parfaitement sur toutes les répétitions a I'exception de la répétition 14 (figure 3.17). De plus,
cette limite se superpose parfaitement avec la troisieme heptade de I’hélice B et se situe entre

les positions b et ¢ de ’heptade.

A Helix A Helix B Helix C
-+ > 1 > -+ >
vesBoadaiitoidelae.d, a..d. n:d .a..d...a..d. .d. .a..d...a..d. doaaa
R1/1-109 SEVNLDRYQTALEEVL! LSAEDTLOQA QGET VEVVKDQF EX LTAHQGHVGN[mmSKL[GTGR--LSEDE!TEVQEGHNLLNS CLRVISM!KOSNLH---—(ID, 11, 12)
R2/1-111 RVI.HDLQNQKLKZLNiTKTE!FTRK----HEEB?I.GPDLEDLKROUOQ LOEDLEQEQVRVNSLTHMVVVVDESSG -~ -~DHATAALEEQLKVLGD! \NICRWTEDRWVLLQDI- (12, 13, 14)
R3/1-111 LLEWQRLTEEQCLFS SEKEDAVNK----- IHTTGFKDQNEMLSSLOK. LEADLEKKKQSMGELYSLEQDLLSTLK-~--NKSVTOKTEAWLDNFARCHDNLVQKLEKSTAQISOA— (14, 15, 16, 17)
<HINGE 2> (17)
R4/1-111 SEIRKRLDVD [T!LH‘ITRSEﬂms-----PEFRII"RK!GNI'SDLHBEV&IBHBEAEKI’EFLDDASRSMMVEQNV-‘NZGVNRDSIKORSZQLNS]']!!’CQLLB!RLNWL!!--— (17, 18, 19, 20)
R5/1-109 QNNIIAFYNQLOQLEQMTTTAENWLK [ -~----QPTTPSEPTAIKSQLKICKDEVNRLSGLQPQIERLKIQS IALKEKGQ- - - - ~~GPMFLDADFVAFTNHFKQVFSOVQAREKELQTIFD (20, 21, 22)

R6/1=109 TLPPMRYQETMSAIR' QOSETKLS I == --POLSVTDYEIIBQILGEIJQALOESLQEQQSGLY?LB'I‘TVKEMSKKAP----BBISRKYQEEPBBIEG:KKI.SEQLVEHCQHLEEQ— (22, 23)

R7/1-109 MNKLRKIQNHIQTLKI VDVFLKE=====-EWPALGDSE ILKKQLKQCRLLVSDIQTIQPSLNSVNEGGQKIKNEAE-~ ~-~PEFASRLETELKELNTORDHMCQQVYARKEALKGG— (23, 24, 25, 26)
R8/1-109 LEKTVSLQKDLSEMH TQAEEEYLE. ==RDFEYKTPDELOKAVEEMKRAKEEAQOKEAKVELLTESVNSVIAQAP. ~PVAQEALKKELETLTTNYQWLCTRLNGKCKTLEEV- (26, 27, 28)
R9/1-104 WACWHELLS YLEKANI NEVEFKLKT TENIPGGAEEISEVLDSLENLMRHSEDNPNQIRILAQTLTDGH DZLINBELETFNSHRELHEEAVRRQKLLBQQ— (28, 29, 30)
R10/1-92 IQSAQETEKSLHLIQESLTF IDKQLAA KIQSDLTSHEI SLEEMKKHNQGKE -~ === === -AAQRVLSQIDVAQKKLQDVSMKFRL--- (30, 31, 32)

R11/1-109 FOKPANFEQRLOESKMILDEVKMHLEA. LYKSLSEVKSEVEMVIKTGRQIVOK! PKELDERVTALKLHYNELGAKVIERKQOLEKC— (32, 33, 34)
R12/1-108 Lx:.snxmxzmv:.rﬂumnm:w TOKETEKQKVHLKS I TEVGEALKTVLG- - - --KKETLVEDKLSLLNSM IAVISRAEEWLNLLLEY— (34, 35, 36)
R13/1-104 QKHMETFDONVDHI TKNI [QADTLLDE === === === SEKKKPQOKEDVLKRLKAELNDIRPKVDSTROQAANLMANRG=---DHCRKLVEPQISELNHRFAAISHRIKTGKASIPLK— (36, 37, 38)
R14/1-94 - -ELEQFNSDIQK---LLEPLEAEIQQ-~ GVNLKEEDFNKDMNEDNEGTVKELLQRGDNLQQRT TDERKREE === = = m e m = TKIKQQLLOTKHNALKDLRSQRRKKALEI- (38, 39, 40)
R15/1-98 SHOWYQYKRQADDLLKCLODIEKKLAS ~mmmmmmmmmmm e LPEPRDERK LK IDRELQKKKEELNAVRROAEGLSEDG- -~ AAMAVEPTQIQLSKRWREIESKFAQPRRLNFAQ- (40, 41)
<18> (41, 42)

R16/1-109  ETSYVPSTYLTETTHVSQALLEVEQLLNA------PDLCAKDFEDLFKQEESLENTKDSLOQSSGRI DT THSKKTAALQSAT- - -~PVERVKLQEALSQLOFONEKVNKMYKDRQGRFDRS— (42, 43, 44)
R17/1-107 VEKWRRFHYDIKIFNONLTEAEQFLRK -~~~ -—TQI PENWEHAKYKWY LKELODG IGQROTVVRTLNATGEE L [QQSS -~ -~KTDAS I LQEKLGSLNLRJOEVCKQLSDRKKRLEEQ— (44, 45, 46)
R18/1-110 ENILSEFQRDLNE! EEADNIASI-- PLEPGKEQQOLKEKLEQVKLLVEELPLRQGTLKQLNETGGPVLVSAP- - I SPEEQDKLENKLKQTNLON IKVSRALPEKQGETEAQ—<7> (46, 47, 48)
R19/1-94 QLEKKLEDLEEQLNHLLLJLSPIRNQLEL==mmmmmmmmm= ¥NQPNQEGPFDVOETEIAVQAKQPDVEEILSKGOHLYKEKP -~ - -~ -ATQPVKRKLEDLSSEJKAVNRLLOELRAKQPDL- (48, 49, 50)
R20/1-110 iim;;mewtlwmuwms ------ QRVMVGDLEDTNEMTTKOKATHODLEQRRPOLEEL I TARQNLKNKTS - ~NQEARTT ITDRTERT QNQDEVOEHLONRROOLNEN— (ESSIE," 5;1,‘,531
R21/1-109 LKDSTOWLEAKEEAEQVL ES ¥YTVDATQKKITETKPLAKDLROWQTNVDVANDLALKLLRDYS - - --ADDTRKVHMITENINASHRSTHKRVSEREARLEET— (53, 54, 55)
R22/1-112 HRLLOQOFPLDLEKFLARLTEAETTANVLODATRKERLLEDSKGVKELMKQWODLOGE T EAHTDVY HNLDENS QR TLRSLE - - -GS DDAVLLORRLDONMNFRSELRKKSLNIRSHLEAS— (55, 56, 57)
R23/1-109 SDOWKRLHLSLOELLVHLOLKDDELSR-——-—- QAPIGGDFPAVOKONDVHRAFKRELKTKEPVIMSTLETVRIFLTEQP<2 0>QNVTRLLRKQAEEVNTENEKLNLHSADWQRKIDET-—~ (57, 58, 59)
R24/1-108 LERLQELQEATDELDLKLRQAEVIKGS -~~~ HQPVGDLLI DSLQDHLERVKALAGE TAPLKENVS HVNDLARQLTTLG - - -~-QLSPYNLSTLEDLNTRIXLLQVAVEDRVROLHE -~ (59, 60, 61)
Helix A Helix B Helix C
B Hinge 1
( 10 I 1" E Repeat 1
[ 12 I 13 I 14 ] Repeat2
14 15 I 16 1 17 ] Repeat3
w7 Hinge 2
18 || 19 y - 20 ] Repeat4
( 20 I 21 Repeat 5
( 22 I 23 Repeat 6
(23 [ 24 ) 25 L7267 Repeat7
( 26 I 27 128 ] Repeats
| 28 I 29 30 Repeat 9
[ 30 || 31 I__32 ] Repeat10
L 32 I 33 34 | Repeat 11
( 34 | 35 [36]) Repeat12
L 36 I 37 1738 ] Repeat13
[ 38 | 39 [ 40 | Repeattd
[ 40 | 41 | Repeat 15
E Mini-hinge
[ 42 || 43 B Repeat 16
I 44 ) as AL 46 ) Repeat17
[ 46 Il 47 [I] Repeat 18
[ 48 I 49 | 50 Repeat 19
50/ Hinge 3
[ 51 | 52 L 53 ] Repeat 20
( 53 ) | 54 A 55 | Repeat21
( 55 I 56 Repeat 22
( 57 | 58 A ] Repeat23
( 59 1 60 | 61 ] Repeat24
Hinge 4

FIGURE 3.17 — A. Alignement des répétitions et des charniéres 2 et 8 du domaine central. Chaque
ligne représente une répétition dont le nom puis la taille sont indiqués d gauche. Les positions des
acides aminés hydrophobes a et d dans les heptades sont indiquées en haut. Chaque exon est colorié
alternativement en jaune clair et jaune foncé. Le numéro des exons encodant chaque répétition est
indiqué a droite. Le trait pointillé rouge indique la limite entre les deux exons qui encodent chaque
hélice B. B. Représentation schématique de ’alignement précédent.
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Cet alignement peut étre utilisé pour prédire si, a la suite d’une délétion d’exon, il y aura
potentiellement la reconstitution d’une répétition hybride ou d’une répétition fracturée. En
effet, si une délétion 6te un multiple de deux exons débutant au centre de ’hélice B, le motif
en heptade caractéristique des faisceaux d’hélices est conservé et une répétition hybride est
reconstituée. Cette répétition hybride est alors constituée du début de I’hélice B encodée
par l'exon précédent la délétion et par la fin de I'hélice B encodée par 'exon suivant la
délétion. C’est par exemple, le cas de la délétion des exons 45-55 (figure 3.18 A). Dans tous
les cas contraires, la délétion laisse des hélices trop courtes ou trop longues qui ne peuvent
pas reconstituer une répétition et la répétition formée est alors trop courte pour étre une
répétition hybride; on parle alors de répétition fracturée, comme dans le cas de la délétion
des exons 45-47 (figure 3.18 B).

A ( 42 I 43 Repeat 16
( 48 I 49 1 50 ) Repeat19

Exons 45-47 deletion

B I 40 I 41 ] Repeat15
Minihinge
( 42 | 43 44 Repeat 16
[ 44 I 56 57 | Repeat17-22
( 57 | 58 ‘ 59 ] Repeat23

Exons 45-55 deletion

FIGURE 3.18 — A. Alignement des exons entourant la délétion 45-47. La répétition 17//18 créée par
la délétion est trop courte pour former une répétition hybride. B. Alignement des exons entourant
la délétion 45-55. La répétition 17//22 créée par la délétion est une répétition hybride.



Chapitre 4
Discussion générale

Le réle précis de la dystrophine est encore méconnu méme s’il est évident qu’elle joue
un role de protection des cellules musculaires lors des cycles de contraction-relaxation et
que sa structure filamenteuse et ses nombreux domaines de liaisons a des partenaires lui
permettent d’assurer le lien entre la membrane plasmique et les protéines du cytosquelette
[Deconinck 2007, Le Rumeur 2010]. L’étude expérimentale de la dystrophine est tres
difficile, notamment parce qu’elle est tres grande, filamenteuse et présente une structure
répétitive. Cependant, au sein de l’équipe, différentes études in wvitro de biochimie et
biophysique ont été réalisées afin de caractériser la structure et les propriétés d’interactions
de la dystrophine avec certains de ses partenaires notamment les lipides et 'actine. En
complément de ces approches expérimentales, nous avons choisi de développer des approches

in silico pour avoir une vue d’ensemble de la dystrophine et I’étudier a un niveau moléculaire.

La modélisation par homologie nous a permis d’étudier la structure des répétitions
natives de la dystrophine pour pallier I'absence de structures expérimentales. Les mo-
deles de répétitions de dystrophine montrent une structure en faisceaux de trois hélices
et sont donc en accord avec les études de dichroisme circulaire publiées sur la dystrophine
[Le Rumeur 2003, Legardinier 2009a, Mirza 2010] qui mettent en évidence une structuration
majoritairement en hélices et en faisceau d’hélices du domaine central de la dystrophine. De
plus, la tres récente publication de la structure de la répétition 1 de la dystrophine confirme
la pertinence de nos modeles par homologie [Muthu 2012].

Le domaine central a longtemps été décrit comme un "baton rigide" composé de
répétitions identiques et interchangeables assurant le lien entre le domaine ABD en position
N-terminal et le domaine DG en position C-terminal [Davies 2006]. L’étude des modeles
des répétitions contredit cette hypothese et met en évidence une grande hétérogénéité entre
les répétitions avec des potentiels de surface électrostatiques et hydrophobes différents
pouvant expliquer les différentes interactions connues dans la dystrophine. Ces répétitions
successives sont reliées entres elles par des linkers présentant également des caractéristiques

structurales hétérogenes. En effet, contrairement a ceux de la spectrine, les linkers de la
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dystrophine peuvent étre non hélicaux. De plus, certains linkers sont flexibles et d’autres
forment des coudes rigides, comme par exemple le linker R10-11. Ce type d’étude a déja
été réalisé sur la spectrine [Mirijanian 2007] et 'a-actinine [Zaman 2004] et montre une
flexibilité accrue des linkers mais ne met pas en évidence la formation de coudes tels que
nous l'observons pour certains linkers de la dystrophine. Ainsi, le domaine central de la

dystrophine est flexible et constitué de répétitions hétérogenes.

Des centaines de mutations sont répertoriées sur le gene DMD codant pour la dystro-
phine. Ces mutations sont majoritairement des délétions (ou duplications) de plusieurs exons
entiers. Il est admis, a quelques exceptions pres, que les mutations hors phase conduisent
a l'absence de dystrophine dans les muscles et a un phénotype DMD. Cependant, les
mutations en phase produisent différentes dystrophines mutées conduisant a des phénotypes
variables classés en phénotype BMD. Actuellement, aucune corrélation génotype-phénotype
claire n’existe. Par conséquent, nous avons décidé d’étudier des dystrophines produites suite
a des mutations en phase afin d’enrichir cette corrélation. Ces délétions ont majoritairement
lieu dans le domaine central ou elles tronquent entierement ou partiellement des répétitions.
Ainsi, de nouvelles répétitions constituées de deux répétitions tronquées apparaissent a la
jonction des délétions avec potentiellement de nouvelles propriétés. Ces délétions d’exons
entiers sont une caractéristique quasi exclusive du gene DMD et leur étude nécessite des
approches méthodologiques spécifiques permettant de comparer des protéines de tailles
variables dont il manque des domaines entiers et/ou partiels. Nous avons donc été ame-

nés a définir de nouvelles méthodes pour étudier notamment les nouvelles répétitions formées.

Il existe un grand nombre de délétions en phase répertoriées dans les bases de données
existantes mais elles sont diluées parmi les mutations hors phase et sont donc difficilement
exploitables. Nous avons donc créé eDystrophin pour étudier ces altérations et aider a com-
prendre 'impact de chaque mutation en phase sur le maintien de la structure filamenteuse
de la dystrophine et des interactions avec ses partenaires.

L’atout majeur d’eDystrophin est de permettre 1'’étude des dystrophines mutées
(généralement tronquées) résultant d’une mutation en phase du gene DMD. En effet, la
base de données présente une vision d’ensemble des conséquences d’une mutation sur les
domaines structuraux et les domaines de liaison aux partenaires des dystrophines mutées.
Elle rassemble également toutes les données disponibles sur la dystrophine native et est
enrichie de données cliniques. A ce titre, elle est comparable avec les bases de données
spécifiques du gene existantes (UMD-DMD [Tuffery-Giraud 2009] et Leiden Muscular
Dystrophy [White 2006]).

L’analyse des domaines de liaison altérés nous a permis de confirmer que les mutations

affectant les domaines ABD1 et riche en cystéines sont plus souvent associées a des
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phénotypes graves (DMD). Ces observations sont en accord avec des études précédemment
publiées [Beroud 2007, Tuffery-Giraud 2009]. Cependant, nous avons également mis en
évidence plusieurs mutations du domaine central associées a des phénotypes DMD. Plusieurs
hypothéses peuvent expliquer la sévérité des phénotypes comme par exemple l'instabilité de
’ARNm mais il n’existe pas de données de ce type. La mutation peut également avoir été
mal délimitée et étre en réalité une mutation hors phase comme c’est le cas pour plusieurs
patients de I’étude [Taylor 2007]. Des phénomenes épigénétiques encore mal connus peuvent
également expliquer la sévérité des phénotypes. Le manque de données cliniques fiables
et détaillées rend également difficile la corrélation entre le génotype et le phénotype.
Cependant, on ne peut pas exclure que la mutation elle-méme ait un impact tres délétere
sur la fonction de la protéine produite et entrainer un phénotype grave. C’est la raison pour

laquelle j’ai mené 1’étude in silico de ces protéines.

Les modeles structuraux des régions entourant les délétions ont été construits en suivant
le méme protocole que celui que nous avions mis en place pour les répétitions en tandem de
la dystrophine native et sont disponibles pour ’ensemble des délétions du domaine central
dans eDystrophin.

Ces modeles structuraux ont deux types de structures tridimensionnelles remarquables en
accord avec les hypotheses précédemment émises [Menhart 2006, Kaspar 2009, Yokota 2007].
D’une part, on observe des répétitions hybrides qui conservent la succession des motifs en
heptade des hélices et peuvent se structurer en faisceau de trois hélices comme les répétitions
natives. C’est le cas lorsqu’une délétion débute dans le milieu de I'hélice B et qu’elle ote
un multiple de deux exons ce qui aboutit a la jonction de deux moitiés d’hélices B pour
reformer une répétition similaire a une répétition native. Ces répétitions hybrides présentent
une structure similaire aux répétitions de la dystrophine native et permettraient de conserver
la structure filamenteuse de la dystrophine [Parry 2008, Lupas 1996] indiquant une meilleure
fonctionnalité de la protéine.

D’autre part, on observe des répétitions fracturées, qui ne conservent pas les motifs en
heptade et ne reconstituent donc pas de faisceau de trois hélices similaire aux répétitions
natives. On distingue plusieurs types de répétitions fracturées : les répétitions fracturées
impliquant une modification structurale localisée a la jonction de la délétion et conservant,
a priori, la forme filamenteuse de la dystrophine comme c’est le cas dans A45-47 et
celles modifiant sa forme filamenteuse comme le faisceau de deux hélices de A45-49. Ces
répétitions pourraient s’accompagner d’une perte de fonction partielle de la dystrophine et

conduire a un phénotype BMD sévere.

Nous avons donc choisi d’étudier plus précisément ces deux types de répétitions nouvel-

lement formées pour répondre aux deux questions suivantes :

Les répétitions hybrides ont-elles les mémes propriétés que les répétitions natives ¢
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Les répétitions hybrides permettent-elle une meilleure fonctionnalité de la protéine que les
répétitions fracturées ¢

La dynamique moléculaire a été utilisée pour étudier le comportement et les propriétés
dynamiques de quatre protéines tronquées afin de les comparer a la protéine native. Ces
quatre protéines sont tronquées suite a des mutations situées dans le point chaud de mutation.
Deux de ces protéines sont caractérisées par la présence d’une répétition hybride (A45-48
et A45-51) et les deux autres protéines sont caractérisées par la présence d’une répétition
fracturée (A45-47 et A45-49).

Cependant, la comparaison des trajectoires de DM entre une protéine pleine longueur et
des protéines tronquées n’est pas triviale. En effet, aucune étude de ce type n’est publiée
dans la littérature, seules des études de DM d’une protéine native comparée a une protéine
avec une mutation ponctuelle ont été publiées. Nous avons donc mis en place un protocole
d’étude spécifique a partir des outils existants afin de comparer les caractéristiques des
régions présentes de chaque protéine tronquée avec la protéine native comme par exemple
pour I’étude de la conservation des hélices (section 2.15). De plus, nous avons comparé
spécifiquement les répétitions hybrides aux répétitions natives comme par exemple dans
I'étude des propriétés de surface électrostatiques et hydrophobes (section 2.3.2.2).

Les deux répétitions hybrides des protéines A45-48 et A45-51 présentent des profils
de fluctuation différents entre eux et différents des répétitions natives (section 2.13). En
effet, la répétition hybride R17//19 de A45-48 est plus flexible que les répétitions natives
correspondantes et présente de nouveaux points de flexibilité alors que la répétition hybride
R17//20 de A45-51 est plus rigide que les répétitions correspondantes de la protéine
R16-21. La fluctuation élevée de la répétition R17//19 de A45-48 est associée & un nouveau
mouvement de dilatation du faisceau d’hélice (section 2.6) qui n’apparait ni dans la protéine

native, ni dans la protéine A45-51.

Les contacts entre les faisceaux d’hélices et les linkers situés de part et d’autre des ré-
pétitions natives stabilisent les faisceaux d’hélices. Or, ces interactions sont dépendantes
de la chaine latérale des acides aminés constituant le linker et des régions en contact avec
celui-ci. Par conséquent, en fonction de la séquence en acides aminés du linker et des répéti-
tions situées de part et d’autre, le nombre et le type d’interactions different et ne sont donc
pas systématiquement transposables d’un linker a l'autre. On peut donc supposer que les
contacts d’un linker avec une répétition hybride difféerent de ceux avec une répétition native.

De plus, dans les répétitions natives, les contacts entre le linker et la répétition en N-
terminal sont plus nombreux que ceux avec la répétition en C-terminal du linker (section
2.3.2.3). En effet, une partie de la longue hélice B de la répétition en N-terminal est en contact
avec le linker formant ainsi un mini faisceau de deux hélices par le biais des interactions
hydrophobes des motifs en heptade (figure 4.1A). Les contacts avec la répétition en C-

terminal sont principalement localisés dans la boucle BC qui est mobile. Par conséquent,
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lorsqu’une répétition est suivie en C-terminal par une charniere comme c’est le cas pour
R19, sa flexibilité est accrue comme nous le voyons dans le graphe de RMSF de R16-21
(section 2.13) et dans ses structures représentatives (section 2.16). La répétition R19 est
de plus précédée en position N-terminal d’un linker particulier incluant une mini-charniere.

Cette mini-charniere tres fluctuante participe également a la fluctuation importante de R19.

A Protéine native

R16 R17

/ contacts

B Del 45-48 C Del 45-51
R16 [R17//19 H3 R16 E//zo R21

FIGURE 4.1 — A. Représentation schématique des contacts du linker R16-17 avec les répétitions 16
et 17 dans la protéine native R16-21. Contacts de la répétition hybride R17//19 de A45-48 avec
le linker R16-17 et avec la charniére H3. C. Contacts de la répétition hybride R17//20 de A45-51
avec les linkers R16-17 et R20-21.

La répétition hybride R17//19 de A45-48 est entourée du linker R16-17 d’un coté et de
la charniere H3 de l'autre (figure 4.1B). La charniére offre peu de surface de contacts avec
la répétition hybride (section 2.3.2.4) et n’aide donc pas a maintenir le faisceau d’hélices.
Seul, le linker R16-17 aide a la cohésion du faisceau d’hélices. Cependant, ce linker situé en
N-terminal de la répétition hybride stabilise peu le faisceau d’hélices bien que le nombre de
contacts soit du méme ordre de grandeur que pour la répétition R17 native et la répétition
hybride R17//20. Par conséquent, la répétition hybride R17//19 présente une fluctuation
accrue proche de celle de la répétition native R19.

La répétition hybride R17//20 de A45-51 est entourée de deux linkers favorisant les
contacts maintenant le faisceau d’hélice (figure 4.1C). Les boucles AB et BC en contacts avec
le linker R16-17 se situent du méme coté et sont assez proches pour créer des interactions.

De plus, les contacts entre R17//20 et le linker R20-21 sont plus nombreux que ceux de
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la répétition native avec ce linker. La délétion hybride R17//20 favorise plus de contacts
avec les deux linkers environnants que la répétition native R16-21. Ces contacts accrus et
I’absence de la charniere H3 peuvent expliquer la rigidité de la protéine observée dans le
graphe de RMSF (section 2.13). Toutefois, a I’heure actuelle, il est impossible de dire si la
hausse ou la baisse de flexibilité est délétere ou non pour la fonctionnalité de la dystrophine
tronquée.

Les répétitions hybrides étudiées ici présentent donc deux comportements différents en
fonction de leur séquence et des linkers ou charnieres environnantes. Les répétitions hybrides
semblent donc ne pas avoir le méme comportement dynamique entres elles ni avoir le méme

comportement que les répétitions natives.

Les contacts des répétitions fracturées sont difficilement comparables a ceux des
répétitions natives car les répétitions fracturées ont des structures tertiaires modifiées.
Cependant, on remarque que la répétition fracturée R17//18 de A45-47 présente peu de
contacts avec les linkers environnants et que la répétition fracturée R17//19 de A45-49 est

en contact avec la charniére H3.

La dystrophine native R16-21 est flexible comme nous ’avons vu dans ’étude du RMSF
(section 2.13) et des mouvements principaux (section 2.6). La flexibilité de cette protéine est
majoritairement due a la mini-charniere rallongeant le linker entre R18 et R19. Or, ce linker
est absent des protéines tronquées ou fait partie d’une répétition fracturée et déstructurée
dans la protéine A45-47. Cependant, la flexibilité de la charniere H3 est accrue dans les trois
protéines tronquées et il semblerait qu’elle prenne le relais de la mini-charniére entre R18 et
R19.

La charniere H3, majoritairement composée de boucles, est tres flexible et peut donc se
réarranger en fonction des forces exercées sur elle. Comme nous l'avons vu dans I'étude des
mouvements principaux (section 2.6), les mouvements décrits dans les protéines tronquées
different entre eux et different de ceux observés dans la protéine native R16-21. Or ces
mouvements se propagent le long du filament de la dystrophine. Ainsi, on peut supposer
qu’un mouvement apparu au niveau d’une répétition tronquée puisse se répercuter dans une
région distante comme ici dans la charniere H3 en imposant une conformation différente de
la native.

Ce type de phénomene pourrait également expliquer la modification des contacts du
linker R20-21 avec les répétitions natives R20 et R21 de R16-21, A45-47, A45-48 et A45-49.
Cependant, ce phénomene est a nuancer car il peut étre consécutif a la déstructuration plus

ou moins importante de R21 dans nos protéines et il n’est pas observé pour le linker R16-17.

La dystrophine est une protéine majoritairement hydrophile comme la plupart des

protéines cytoplasmiques. Elle est caractérisée par la succession de motifs en heptades ou
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des résidus hydrophobes sont présents en position a et d et par de petits sillons hydrophobes
globalement observés aussi dans les protéines tronquées. Sans grande surprise, les protéines
avec une répétition hybride (A45-48 et A45-51) conservant les motifs en heptade présentent
le méme profil hydrophobe que la protéine native et conservent des sillons hydrophobes. Par
contre, les répétitions fracturées (A45-47 et A45-49) présentent un potentiel hydrophobe
plus important, principalement la protéine A45-47 qui apparait largement déstructurée
dans ’étude de la conservation des hélices (section 2.15). De plus, les sillons hydrophobes
sont modifiés ou partiellement absents des répétitions fracturées. Cependant, le potentiel de
surface hydrophobe global de ces protéines A45-47 et A45-49 présente le méme profil que
la protéine native R16-21. En effet, le potentiel hydrophobe de la dystrophine, déterminé
par la succession des motifs en heptade, n’est pas modifié dans les répétitions natives de ces
protéines. Il apparait donc que le potentiel hydrophobe des protéines tronquées et les sillons
hydrophobes sont altérés uniquement dans la région localisée aux répétitions fracturées.

Cette modification est d’autant plus importante que la répétition fracturée est déstructurée.

Les propriétés électrostatiques de la dystrophine sont hétérogenes comme nous 1’avons
vu dans I'étude des répétitions natives en tandem. Les protéines avec une répétition hybride
possedent les mémes propriétés que la protéine native alors que les propriétés électrostatiques
des protéines avec une répétition fracturée sont modifiées mais seulement au niveau de la
répétition fracturée et de la charniere H3.

La charniere H3 globalement neutre dans la protéine native, se charge positivement no-
tamment dans les protéines A45-49 possédant une répétition fracturée et A45-48 possédant
une répétition hybride. La charniere étant tres mobile et adoptant des conformations dif-
férentes entre les protéines, il n’est pas étonnant de la voir présenter des résidus chargés
positivement a la surface dans certaines protéines notamment dans la protéine A45-49 dont
la conformation est tres éloignée de la structure filamenteuse de la protéine native. Cette
charniere n’a pas de propriété de liaison connue mais on peut émettre 'hypothese qu’elle
peut, si nécessaire, facilement se réarranger pour aider la liaison a des partenaires.

Le potentiel électrostatique des répétitions fracturées differe totalement de la répétition
R17 qui présente un alternance de petits patchs positifs et négatifs. En effet, la répétition
fracturée R17//18 de la protéine A45-47 est tres largement négative apres la jonction et la
répétition R17//19 de la protéine A45-49 est positive apres la jonction.

Le potentiel électrostatique des répétitions hybrides présente des patchs positifs et
négatifs apres la jonction similaire & R17. Cependant, ces patchs sont de plus forte intensité
et sont inversés par rapport a la protéine native. En effet, les profils de R18 (A45-48) et
de R20 (A45-51) présentent une alternance de patchs négatif - positif - négatif alors que
la région correspondante dans R17 présente un alternance de patchs positif - négatif -
positif. Ces modifications peuvent certainement altérer les propriétés d’association de la

dystrophine avec ses partenaires.
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Les dystrophines tronquées peuvent-elles toujours lier leurs partenaires ¢

Si la troncature fait totalement disparaitre un domaine de liaison, il est raisonnable
de supposer que la dystrophine tronquée ne peut plus lier ce partenaire a moins qu'un
autre domaine de liaison existe pour ce partenaire dans une autre région de la protéine,
comme par exemple les deux domaines de liaison a ’actine. Ce n’est pas le cas des quatre
protéines tronquées étudiées ici ou les domaines d’interaction sont partiellement tronqués.
Les domaines de liaison connus sur le fragment de dystrophine R16-21 étudié ici sont au
nombre de trois : la fin du domaine de liaison a 'actine ABD2 dans les répétitions 16 et 17
[Rybakova 2006] ; le domaine de liaison a la nNOS également dans les répétitions 16 et 17
[Lai 2009] et une partie du domaine de liaison aux lipides LBD2 dans les répétitions 16 a 19
[Legardinier 2009b]. La liaison de la dystrophine avec l’actine fait intervenir des interactions
électrostatiques tout comme la liaison aux lipides. Le mode de liaison de la dystrophine a la
nNOS est pour le moment inconnu mais on peut supposer qu’il fait intervenir les propriétés
électrostatiques et/ou hydrophobes de la dystrophine. De plus, une collaboration en cours
dans I’équipe avec Lai & Duan (Missouri, Columbia, USA) met en évidence que la répétition

17 est essentielle pour la liaison a la nNOS.

Les protéines avec une répétition hybride sont celles qui peuvent le mieux conserver
les propriétés de liaison de la dystrophine mais avec des nuances. Le sillon hydrophobe
potentiellement nécessaire aux interactions de la dystrophine avec ses partenaires est conservé
dans les protéines avec une répétition hybride.

Par contre, les propriétés électrostatiques sont modifiées. En effet, le tandem de répéti-
tions R18-19 largement électronégatif disparait, ce qui peut probablement altérer la liaison
aux lipides. Par contre, les répétitions hybrides de A45-48 et A45-51 présentent un poten-
tiel électrostatique hétérogene proche de celui de la répétition R17 native. On peut donc
émettre 'hypothese que le potentiel électrostatique des répétitions hybrides peut suffire a
lier I'actine, les lipides et la nNOS.

Les propriétés de liaison des protéines avec une répétition fracturée semblent plus
compromises. Dans un premier temps, la structure tertiaire peut étre fortement modifiée,
c’est le cas par exemple de la protéine A45-49 qui adopte une conformation en "L" ou en
"T". Ce changement constitue vraisemblablement un obstacle a la liaison de la dystrophine
tronquée avec ses partenaires notamment la nNOS, qui plus est, une tres grande protéine. De
plus, les potentiels hydrophobes et électrostatiques des répétitions tronquées sont modifiés
par rapport a la protéine native. Les protéines A45-47 et A45-49 doivent avoir une capacité

modifiée a lier les lipides, I'actine et la nNOS.

Nos résultats permettent de prédire des modifications entre la protéine native, les pro-
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téines caractérisées par une répétition hybride (A45-48 et A45-51) et celles caractérisées
par une répétition fracturée (A45-47 et A45-49). A partir de nos analyses, il est possible
de réaliser un classement des quatre protéines tronquées en les comparant a la dystrophine
native (tableau 4.1). Ainsi, la A45-51, trés courte, est celle qui semble le mieux conserver les
caractéristiques de la dystrophine native, puis viennent les A45-48 et A45-47 et en enfin la

A45-49 qui présente une structure tres modifiée.

A45-51 A45-48 A45-47 A45-49
(hybride) (hybride) (fracturée) (fracturée)

Structure 3D | filamenteuse | filamenteuse | filamenteuse | non filamenteuse

sans H3
Flexibilité diminuée accrue modifiée modifiée
Hydrophobicité | identique identique localement localement
modifiée modifiée
Electrostatique similaire similaire modifiée modifiée
Hypothese sur conservée conservée altérée fortement altérée

la fonction

Tableau 4.1 — Comparaison des propriétés des quatre protéines tronquées avec les propriétés de la
dystrophine native.

Plus généralement, nous pouvons formuler les conclusions suivantes

Pour ce qui concerne les répétitions hybrides :

e Elles conservent la succession des motifs en heptade et présentent une structuration
en faisceaux de trois hélices comme les répétitions natives mais ces faisceaux ne sont
pas identiques et interchangeables.

e Elles sont globalement stables mais cette stabilité dépend des répétitions environ-
nantes, plus particulierement de la présence d’un linker en C-terminal de la répétition
hybride. En effet, la répétition hybride sera moins stable si une charniere se situe de
ce coté.

e Elles présentent un potentiel hydrophobe similaire a celui de la protéine native. Ces
protéines tronquées conservent également le sillon hydrophobe.

e Les conséquences de la présence d'une répétition hybride sur le potentiel électro-
statique de la protéine sont plus difficiles a généraliser. En effet, elles dépendent en
premier lieu des propriétés électrostatiques des deux moitiés de répétitions réunies
pour former la répétition hybride. Les deux répétitions hybrides étudiées ici sont
tronquées dans la répétition R17 et présentent un profil électrostatique proche de la
répétition native R17 potentiellement suffisant pour assurer les propriétés de liaison
de R17.

e L’absence de certains domaines structuraux et/ou la présence d’une répétition hy-

bride ont une incidence sur la flexibilité globale de la protéine par rapport a la
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protéine native.

Pour ce qui concerne les répétitions fracturées :

e Elles présentent des structures tridimensionnelles plus ou moins modifiées en fonction
de la délétion ce qui peut conduire a des conformations trés modifiées. Les propriétés
dynamiques des protéines avec ce type de répétition dépendent notamment de la
structuration globale de la répétition fracturée. Par conséquent, il est difficile de
proposer des caractéristiques générales pour ces protéines.

e Plus la structure tertiaire de la protéine s’éloigne de la protéine native, plus la
protéine avec une répétition fracturée présente des caractéristiques différentes de la
protéine native.

e La flexibilité de la protéine peut étre modifiée par une structuration non filamenteuse
de la protéine ou par une déstructuration localisée de la répétition fracturée.

e Les propriétés hydrophobes et électrostatiques de ces protéines peuvent étre com-
pletement modifiées.

e Les propriétés de liaison de la dystrophine avec des partenaires peuvent étre

compromises par la nouvelle conformation de la protéine.

Par conséquent, on peut raisonnablement émettre I’hypothese qu’une répétition hybride
est préférable a une répétition fracturée pour assurer une meilleure fonctionnalité de la
dystrophine. Cependant, la présence d’une répétition hybride ne garantit pas le maintien
des interactions de la dystrophine avec ses partenaires. En effet, tout comme les répétitions
natives ont des propriétés hétérogenes, les répétitions hybrides ont aussi des propriétés
hétérogenes et ne présentent donc pas les mémes propriétés que les répétitions natives. Il est
donc important de connaitre précisément les modes d’interactions de la dystrophine avec

ses partenaires afin d’en déduire les propriétés de liaison des dystrophines tronquées.

L’hypothése émise précédemment supposant que les répétitions hybrides pourraient lier
la nNOS est corroborée par une récente étude clinique dont trois patients avec la mutation
A45-51 [Anthony 2011]. Un taux d’expression de 40 a 50% (par rapport au contrdle) de
la nNOS dans les cellules musculaires de ces patients a été observé. Ces patients sont
atteints d’'une forme asymptomatique ou légere. Malheureusement, cette étude ne nous
informe pas de la localisation de la nNOS chez ces patients. Par contre, I’étude [Gentil 2012]
sur la délétion A45-55 correle la localisation de la nNOS a la membrane a une sévérité
phénotypique moins importante et la localisation cytosolique de la nNOS a une sévérité

phénotypique plus importante chez des patients.

Tres peu d’études ont été réalisées sur la relation entre la structure de la dystrophine
mutée et le phénotype observé mais deux études montrent que la présence de la charniere

H3 est plus déléteére que son absence [Carsana 2005, Kaspar 2009]. Cependant, ce type de
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résultat est également a mettre en relation avec la présence d'une répétition hybride ou
non. L’étude de [Kaspar 2009] révele que dans le groupe de patients ot la charniere H3 est
présente, la présence d’une répétition hybride retarde ’apparition de la cardiomyopathie
mais les patients ne présentant pas de cardiomyopathie ne sont pas pris en compte. De plus,
cette mise en relation n’a pas été réalisée pour le groupe n’ayant pas la charniere H3, ni avec
I'ensemble de la cohorte. L’étude de Carsana [Carsana 2005] n’étudie pas la présence d’une
répétition hybride. Or, les patients du groupe "sans H3" ont tous des répétitions hybrides et
les patients du groupe "avec H3" ont soit une répétition hybride, soit une répétition fracturée.
On peut donc penser que la corrélation entre la présence de H3 et une sévérité plus im-

portante est a revoir en prenant en compte la présence ou ’absence d’une répétition hybride.

Nous avons donc repris les données cliniques détaillées de [Kaspar 2009] afin de réaliser
une premiere corrélation entre les quatre protéines tronquées étudiées par DM et le phénotype
des patients (tableau 4.2). En utilisant I’'dge d’apparition de la DCM comme témoin de
sévérité de la BMD pour les quatre mutations correspondant a nos quatre protéines, on
remarque que la délétion A45-51 est la moins délétere, puis viennent la A45-47, la A45-48
et enfin la A45-49 qui ne conserve pas la forme filamenteuse de la protéine. Cependant, en
utilisant le pourcentage de patients présentant une DCM, ce classement differe et la sévérité
des A45-47 et A45-48 s’inverse.

Nb de Patients Age

patients | avec DCM (%) | d’apparition
A45-51 (hybride) | 4 25 13
A45-48 (hybride 23 73 39,86+15,74
A45-47 (fracturé) 26 61 28,9349,48
A45-49 (fracturé) 8 87 25,71+£7

Tableau 4.2 — Présence et age d’apparition de DCM chez les patients de la cohorte de [Kaspar 2009].

Cependant, ce type de corrélation est délicate a établir pour toutes les mutations et avec
toutes les cohortes de patients. A I’heure actuelle, les données de la cohorte du LGBM de
I'institut Cochin dont nous disposons sont insuffisantes pour réaliser ce type de corrélation.
Malgré tout, la délétion A45-51, quelque soit I’étude clinique, est la mutation associée au

phénotype le plus léger.

Pour conclure, nous pouvons reprendre les trois questions posées dans les objectifs :

o Comment la structure de la dystrophine permet-elle de comprendre sa fonction ?

Nous avons montré que, bien que la dystrophine soit majoritairement composée de motifs
répétés, ces répétitions présentent des caractéristiques hétérogenes. Nous avons également

mis en évidence que la dystrophine est une protéine filamenteuse flexible avec, en plus des
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charnieres précédemment identifiées, des points de flexion situés au niveau des linkers entre
certaines répétitions. Cette nouvelle vision permet de mieux comprendre la présence des

nombreux domaines d’interactions caractérisés sur la dystrophine.

e Que peut-on déduire des mutations identifiées chez les patients ?

Il est possible de mettre en évidence les domaines de liaison touchés par une mutation
ainsi que la structure tertiaire de la protéine mutée. Plus précisément, lorsqu’il s’agit d’une
délétion dans le domaine central, la présence d’une répétition hybride ou fracturée a la
jonction de la délétion est mise en évidence. eDystrophin permet d’avoir une vue d’ensemble
des conséquences de chaque mutation répertoriée sur la protéine produite. De plus, la base
de données permet d’avoir un apercu global des phénotypes associés a cette mutation.

o Comment [’étude de la structure de la dystrophine et de ses mutations permet-elle de

corréler le génotype et le phénotype ?

L’utilisation combinée des informations répertoriées dans la base de données eDystrophin
et de la dynamique moléculaire permet d’apporter les premiers éléments d’une corrélation
génotype - phénotype. Cependant, cette corrélation est difficile a mettre en évidence par
manque de données cliniques et / ou de données fiables. Il est donc nécessaire de compléter
les informations cliniques et d’obtenir plus de détails sur les phénotypes des patients. Une
telle étude va démarrer par 'intermédiaire d’un questionnaire réalisé en collaboration avec
le LGBM et les curateurs de la base de données UMD-DMD afin de réinterroger 1’ensemble
des praticiens du réseau frangais.

Malgré tout, ’étude par dynamique moléculaire de deux répétitions hybrides et de deux
répétitions fracturées permet d’émettre I’hypothese que les répétitions fracturées sont glo-
balement plus déléteres que les répétitions hybrides. Les deux répétitions hybrides n’ont pas
pour autant les mémes caractéristiques que les répétitions natives ce qui ne garantit pas que
la présence d'une répétition hybride soit associée un phénotype léger.

Nos hypotheses sont toutefois corroborées par les phénotypes observés dans la cohorte
de 'étude [Kaspar 2009]. Ce type de mise en relation est une premiére étape dans la cor-
rélation génotype-phénotype et met en évidence 'importance d’avoir des données cliniques
détaillées, fiables et compléetes pour mieux comprendre 'impact des délétions sur la sévérité

des phénotypes observés.

Perspectives

Une des perspectives a court terme est de réaliser des dynamiques moléculaires gros-grains
sur les trois protéines R16-21, A45-47 et A45-48. Les structures représentatives extraites des
dynamiques gros-grain pourront ensuite étre utilisées comme nouveau point de départ pour
réaliser des dynamiques tout-atome comme décrit dans la section 2.3.3.

De plus, un des moyens pour prédire le maintien ou I’absence des interactions de la dystro-

phine avec ses partenaires sera d’amarrer les partenaires de la dystrophine a ces dystrophines
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tronquées par des méthodes de "docking".

Il reste également a corréler les résultats expérimentaux obtenus au sein de I’équipe en
biochimie et biophysique avec les résultats obtenus in silico. Il sera notamment intéressant
de corréler les résultats expérimentaux de liaison aux lipides des cinq protéines étudiées par
dynamique moléculaire. De plus, 'acquisition des structures de ces protéines par la diffusion
de rayons X aux petits angles (SAXS) est en projet et permettrait de les comparer a nos
modeles relaxés par MD. La comparaison des résultats in silico et expérimentaux obtenus

dans I'équipe est en cours et donnera lieu a un article.

L’approche de dynamique moléculaire développée dans ce travail de these peut étre, a
I’avenir, appliquée a d’autres protéines tronquées comme par exemple la protéine A45-46.
Les données sur cette protéine disponibles dans eDystrophin indiquent la présence dune
répétition hybride a la jonction et peu d’incidence sur la liaison aux partenaires. Or, elle est
associée a des phénotypes graves de type DMD. Il serait donc intéressant d’étudier cette

protéine de maniere plus approfondie afin de comprendre la sévérité des phénotypes associés.

La réinterrogation des praticiens du réseau francais UMD-DMD permettra de proposer
dans eDystrophin un phénotype clinique détaillé pour toutes les mutations en phase
répertoriées. Il est également envisagé de lier eDystrophin a 'UMD-DMD en insérant des

liens sur les pages des protéines mutées.

A plus long terme, ce type d’étude sera réalisé dans d’autres régions du domaine cen-
tral. Les détails phénotypiques nouvellement collectés permettront de choisir les nouvelles
protéines mutées a étudier, notamment des protéines associées a des phénotypes "extrémes"
(asymptomatiques et DMD). Nous pourrons ainsi vérifier si nos hypotheses sont transpo-
sables a d’autres mutations du domaine central ou si d’autres facteurs entrent en jeu. Il est
également envisagé d’étudier plus précisément des protéines avec une mutation faux-sens
qui pourrait impliquer un probleme de repliement de la protéine. L’étude de ces mutations
intéresse particulierement les cliniciens qui ont souvent un doute sur la pathogénicité de ce

type de mutation.
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Extrait de résultats générés par I-TASSER
Exemple du tandem de répétitions R21-22

Top 5 Models predicted by I-TASSER

C-score=0.41 C-score=-3.21 C-score=-4.32 C-score=-5 C-score=-5
Estimated accuracy of Modell: 0.77+0.10 (TM-score) 4.7+3.1A (RMSD) (Read more about C-score of generated models)
Top 10 templates used by I-TASSER
Rank PDB Iden1 Iden2 Cov. Norm. Download 20 40 60 80 100
Hit Z-score Align. | | | |

Sec.Str CHHHHEEHRHEHEHHHEHHHERHERECCCCCCCHRREHREEHHERRHEHHENHCHRH R HE HHERHHERHCCCHCHHHERHEHEERHHERHHHE AN
Seq L VL TVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQT ALKLL HMITENINASWRSIHKRVS
1 lcunA 0.14 0.16 094 209 Download ~=MVHOFFRDMDDEESWIKEKKLLVS -SEDYGRDLTGVONLRKKHKRLEAELAAHEPAIQSVLDTGKXLSDD~NTIGKEEIQQRLAQFVDHWKELKQLAA
2 1s35A 012 0.18 093 294 Download ~~~EQAFLQDLDDFQAWLS ITQKAVA-E-DM"ESLPEAEQLLOQHAGIKDE IDGHODS YORVKESGEKVIQGQTDPEY LLLGORLEGLDTGHDALGRMWE
3 lcunA 0.13 0.16 0.94 3.51 Download ~-MVHOFFRDMDDEESWIKEKKLLVS -SEDYGRDLTGVONLRKKHKRLEAELAAHEPATQSVLDTGKKLSDD~NTIGKEEIQQRLAQFVDEWKELKQLAA
4 1s35A 0.12 0.18 0.94 254 Download EQ---AFLQDLDDFQAWLSITQKAVA-SEDM - ESLPEAEQLLQQHAGIKDE IDGHODS YQRVKESGEKVIQGQTDPEYLLLGQRLEGLDTGHDALGRMWE
65 lcunA 0.14 0.16 0.94 246 Download ~=MVHOFF TKEKKLLVS GRDLTGVONLRKKHKRLEAELAAHEPAIQSVLDTGKKLSDDNTI ~GKEEIQQRLAQFPVDHWKELKQLAA
6 lcunA 0.16 0.16 0.94 238 wnl ~-MVHOFFRDMDDEESWIKEKKLLVS © ~EDYGRDLTGVONLRKKHKRLEAELAAHEPATQSVLDTGKKLSDD~NTIGKEEIQQRLAQFVDHWKELKQLAA
7 1sjA 015 0.18 096 202 Download LDHAEKFRQKASTHESWTDGKEAMLQQ-KDYTA LSEIKALLKKHEAFESDLAAHODRVEQIAATAQELNEL-DYYDSPSVNARCOKICDQWDNLGALTQ
8 lowsA 0.17 0.15 0.69 2.19 Download QP PKETVVESSGPKVL ===~ ETAEEIQERRQEVLTRYQ FKERVA
9 JlcunA 0.13 0.16 0.94 3.81 Download M--VHOFFRDMDDEESWIKEKKLLV - SEDYGRDLTGVONLRKKHKRLEAELAAHEPAIQSVLDTGKKLSD-DNTIGKEEI QQRLAQFVDHWKELKQLAA
10 ludgA 0.23 0.27 0.93 4.35 Download ~==-~QNFNTGIKDFDFWLSEVEALLA® ~-EDYGKDLASVNNLLKKHQLLEAD ISAHEDRLKDLY SQADSLMTS~ SAFDT SQVKDKRETT NGRPQRTKSMAA

(a) All the residues are colored in black; however, those residues in template which are identical to the residue in the query sequence are highlighted in color. Coloring scheme Is based on

the property of amino acids, where polar are brightly coloured while non-polar residues are colored in dark shade. (more about the colors used)
(b) Rank of p the top ten used by FTASSER.
(c) Ident1 is the percentage sequence identity of the templates in the threading aligned region with the query sequence.
(d) Ident2 is the percentage sequence identity of the whole template chains with query sequence.
(e) Cov. represents the coverage of the threading alignment and is equal to the number of aligned residues divided by the length of query protein.
(f) Norm. Z-score is the Z-score of the 9 g with a Z-score >1 mean a good alignment and vice versa.
(9) Download Align. provides the 3D structure of the aligned regions of the threading templates.
(h) The top 10 alignments reported above (in order of their ranking) are from the following threading programs:

1: MUSTER 2: HHSEARCH 3:SP3 4: PROSPECT2 5:PPA-l 6: HHSEARCH| 7: COMA 8: FUGUE 9: SPARKS 10: SAM T99

120 140 160 180 200 220

| | | | | |
HEHHHEHHHHHEHHEHEHHHHEEAHHEEHEHEEHHHCCCCCCCCCCCCCCHE HHEHHHHEHHHHEEHAEHHE HHHECCCCCHHHHHEH HHHHHHHHHHHAHEHHCC
ETHRLLQQFPLDLEKFLAWL I LQGEIEAHTDVYHNLDENSQKILRSL LORRL KWSELRKKSLNIRSHLEAS
ARGQRLEESLEYQOFVANVEEEEAWINERMTLVAS - - === EDYGDTLAAIQGLLKKHEAPETDFTVHKDRVNDVCANGEDLIKKNNH- -EVENITAKMKGLKGKV S DLEKAAAQRKAKLDEN

SRSHTLAQCLG-FOEFQKDAKQAEATILSNQEY LA~
ARGQRLEESLEYQOFVANVEEEEAWINERMTLV-~~
SRSHTLAQCL~-GFOEFQKDAKQAEAILSNQEY LA~
ARGQRLEESLEYQOFVANVEEEEAWINERMTLVAS-

EDYCDTLAAIQCLLKKHEAFETDFTVHKDRVNDVCANGEDLIKKNNHE~~VEN

~=~HLEPPDSLEAAEAGIRKFEDFLGSMENNRDKVLSPVDSGNKLVAE~~GNLYSDKIKEKVQLIEDRERKNNEKAQEASVLLRD~
~=~ASEDYGDTLAAIQGLLXKKHEAFETDFTVEKDRVNDVCANGEDLIKKNNHE -~-VENITAKMKGLKGKVSDLEKAAAQRKAKLDEN
~HLEPPDSLEAAEAGIRKFEDFLGSMENNRDKVLSPVDSGNKLVA-~EGNLYSDKIKEKVQLIEDRERKNNEKAQEASVLLRDN

KCKVSDLEKAAAQRKAKLDEN

ARGQRLEESLE-YOOFVANVEEEEAWINEKM LVASE-
{KRREAL!
ERGQKLEDS-YHLOVFKRDADDLGKW
ARGQRLEESLEYQOFVANVEE

~=DYGDTLAAIQGLLXKKHEAFETDFTV:IKDRVNDVCANGEDLIKKNN~~HHVENITAKMKGLKGKV  DLEXAAAQRKAKLDEN
EKLLETYAKRAAPFNNWMEGAMEDLQ= == ===~ DTFIVHTIEEIQGLTTAHEQFKATLPDADKERQAILGIHNEVSKTYHNAGTNPY TTITPQEINGKWEHVRQLVPRRDQALMEE

ASEDYGDTLAAIQGLLKKHEAFETDFTVHKDRVNDVCANGEDLIKKNNH-~-HVENITAKMKGLKGKV S DLEKAAAQRKAKLDEN

ARRAKLNESHR~-LEQOFFRDMDDEESWIKEKKLLVSSE = === ===] DYGRDLTGVONLRKKHKRLEAELAAYEPAIQGVLDTGKKLSDD~~NTIGKEEIOQRLAQFVDEWKELKQLAAARGQRLEE.

1cun : Crystal Structure Of Repeats 16 And 17 Of Chicken Brain Alpha Spectrin

1535 : Crystal Structure of Repeats 8 and 9 of Human Erythroid Spectrin

1sjj : Cryo-EM Structure of Chicken Gizzard Smooth Muscle alpha-Actinin

lowa : Solution Structural Studies on Human Erythrocyte Alpha Spectrin N Terminal Tetramerization Domain
1udq : Crystal Structure of Repeats 15, 16 and 17 of Chicken Brain Alpha Spectrin
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Alignement des séquences de R16-21
et des quatre protéines tronquées
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del45_47
Rle_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

del45_47
Rle_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

deld45_47
Rle_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

del45_47
Rl16_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad

10 20 30 40 50 60
I I I I I I
SYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGRID
SYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGRID
SYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGRID
SYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGRID
SYVPSTYLTEITHVSQALLEVEQLLNAPDLCAKDFEDLFKQEESLKNIKDSLQQSSGRID
...a..d...a..d...a..d...a d...a..d...a..d...a..d...aqa.
R16-HA R16-HB

70 80 920 100 110 120

I I I I I I
TTHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYDI
ITHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYDI
TITHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYDI
ITHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYDI
ITHSKKTAALQSATPVERVKLQEALSQLDFQWEKVNKMYKDRQGRFDRSVEKWRRFHYDI
.d...a..d d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...a

R16-HC & R17-HA

130 140 150 160 170 180

| | | | | |
KIFNQWLTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWY LK~ - === == == o oo o
KIFNQWLTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWYLKELQDGIGQRQTVVRTLNATGEEIIQQS
KIFNQWLTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWYLK=—=—= == == oo oo
KIFNQWLTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWY LK ~= == == === o oo oo
KIFNQWLTEAEQFLRKTQIPENWEHAKYKWYLK=—= === === c oo

..d...a..d...a d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d
R17-HB
190 200 210 220 230 240

d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...
R17-HC & R18-HA



del45_47
R16_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

del45_47
R16_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

del45_47
R16_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

del45_47
R16_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360

| | | | | |
——————————— VSRALPEKQGETEAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLEI
KLKQTNLQWIKVSRALPEKQGEIEAQIKDLGQLEKKLEDLEEQLNHLLLWLSPIRNQLETI

a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...a
R18-HC & R19-HA
370 380 390 400 410 420

| | | | | |
YNQPNQEGPFDVQETETAVQAKQPDVEEILSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAV
YNQPNQEGPFDVQETETIAVQAKQPDVEEILSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAV
————————————— ETEIAVQAKQPDVEEILSKGQHLYKEKPATQPVKRKLEDLSSEWKAV

——————————————————————————————————————————————— RKLEDLSSEWKAV

a..d a..d...a..d a..d...a..d d a..d...a..d
R19HB R19-HC

430 440 450 400 470 480

| | | | | |
NRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALA
NRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALA
NRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALA
NRLLQELRAKQPDLAPGLTTIGASPTQTVTLVTQPVVTKETAISKLEMPSSLMLEVPALA



del45_47
Rle_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

del45_47
R16_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad
repeat

del45_47
R16_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad

del45_47
R16_21
del45_48
del45_49
del45_51
heptad

490 500 510 520 530 540

| | | | | |
DFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLEDINEMITKQKATMQDLEQRRPQLEELITA
DFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLEDINEMITKQKATMQDLEQRRPQLEELITA
DFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLEDINEMITKQKATMQDLEQRRPQLEELITA
DFNRAWTELTDWLSLLDQVIKSQRVMVGDLEDINEMITIKQKATMQDLEQRRPQLEELITA

----------------------------------------- ATMQDLEQRRPQLEELITA
.d...a..d...a..d...a d...a..d...a..d...a..d...a..d...
R20-HA R20-HB
550 560 570 580 590 000

I I I I I I
AQNLKNKTSNQEARTIITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAE
AQNLKNKTSNQEARTIITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAE
AQNLKNKTSNQEARTIITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAE
AQNLKNKTSNQEARTIITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAE
AQNLKNKTSNQEARTIITDRIERIQNQWDEVQEHLQNRRQQLNEMLKDSTQWLEAKEEAE
a..d d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d.

R20-HC & R21-HA

610 620 630 640 650 660
I I I I I I
QVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSA
QVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSA
QVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSA
QVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSA
QVLGQARAKLESWKEGPYTVDAIQKKITETKQLAKDLRQWQTNVDVANDLALKLLRDYSA
..a..d...a d...a..d...a..d...a..d...a..d...a..d
R21-HB

670 680 690
I I I

DDTRKVHMITENINASWRSIHKRVSEREAALEET
DDTRKVHMITENINASWRSIHKRVSEREAALEET
DDTRKVHMITENINASWRSIHKRVSEREAALEET
DDTRKVHMITENINASWRSIHKRVSEREAALEET
DDTRKVHMITENINASWRSIHKRVSEREAALEET

d...a..d...a..d...a..d...a

R21-HC
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Abstract

Dystrophin is a large protein involved in the rare genetic disease Duchenne muscular dystrophy (DMD). It functions as a
mechanical linker between the cytoskeleton and the sarcolemma, and is able to resist shear stresses during muscle activity.
In all, 75% of the dystrophin molecule consists of a large central rod domain made up of 24 repeat units that share high
structural homology with spectrin-like repeats. However, in the absence of any high-resolution structure of these repeats,
the molecular basis of dystrophin central domain’s functions has not yet been deciphered. In this context, we have
performed a computational study of the whole dystrophin central rod domain based on the rational homology modeling of
successive and overlapping tandem repeats and the analysis of their surface properties. Each tandem repeat has very
specific surface properties that make it unique. However, the repeats share enough electrostatic-surface similarities to be
grouped into four separate clusters. Molecular dynamics simulations of four representative tandem repeats reveal specific
flexibility or bending properties depending on the repeat sequence. We thus suggest that the dystrophin central rod
domain is constituted of seven biologically relevant sub-domains. Our results provide evidence for the role of the
dystrophin central rod domain as a scaffold platform with a wide range of surface features and biophysical properties
allowing it to interact with its various known partners such as proteins and membrane lipids. This new integrative view is
strongly supported by the previous experimental works that investigated the isolated domains and the observed
heterogeneity of the severity of dystrophin related pathologies, especially Becker muscular dystrophy.
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Introduction

The stability of muscle cells depends on the ability of
cytoskeletal proteins to dynamically resist the mechanical shear
stresses which occur during muscle activity. Dystrophin is one of
these skeletal muscle cytoskeletal proteins [1-2] and is part of the
large dystrophin-glycoprotein sarcolemmal complex [3—4]. Its
complete genetic deficit in Duchenne muscular dystrophy (DMD)
[5] leads to frequent sarcolemma ruptures followed by cell
degeneration. Therefore, the current hypothesis is that dystrophin
protects muscle cell membranes from rupture [6].

Dystrophin is a huge scaffolding protein of 427 kDa, made up of
four major domains [4,7]. The two N-terminal calponin homology
sub-domains constitute an actin-binding domain (#1). After a first
hinge is the large central rod domain (#2), composed of 24 spectrin-
like repeats interrupted by two more hinges. This domain interacts
with membrane phospholipids and with a number of cytosolic
proteins such as filamentous actin (F-actin), n-nitric oxide synthase
(nNOS) and microtubules. After a fourth hinge, there is the cysteine-
rich domain (#3), which anchors dystrophin to the intrinsic
membrane protein B-dystroglycan. Finally, the coiled-coil structured
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C-terminal domain (#4) interacts with the cytoplasmic proteins
syntrophin and dystrobrevin. Through these numerous interactions,
dystrophin covers the sub-sarcolemma surface with a dense network
and may resist elongation during muscle contraction [4,7].

The dystrophin central rod domain represents about 75% of the
entire protein and this conserved structural domain makes it a
member of the spectrin-like protein family, which also includes
utrophin, spectrin and o-actinin [8]. The sequence similarity
between members of this family is rather low, and their main
common feature is the presence of numerous repeated sequences
of approximately 100-110 residues called spectrin-like repeats.
The structural basis of these repeats is the presence of heptad
patterns, ie., periodic patterns of seven hydrophobic and
hydrophilic/charged residues usually denoted by the letters “a”
through “g”. The residues in positions “a” and “d” are
hydrophobic and ensure folding into triple alpha-helical anti-
parallel coiled-coils [9-10]. The residues in the other positions are
usually hydrophilic and/or charged. In spectrin and o-actinin, the
contiguous repeats are connected by helical linkers that ensure
continuity between the last helix of the first repeat and the first
helix of the next repeat.
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Although we and other groups have tried to solve the three-
dimensional (3D) structures of different parts of the dystrophin
central domain by X-ray crystallography and NMR, no atomic
structures are yet available. At this time, the 3D structures of one
isolated spectrin repeat [11], eight multi-repeat spectrin domains
[12-19] and the a-actinin four-repeat domain [20-21] are the
only structures that have been solved by X-ray crystallography.
Only one 3D spectrin repeat structure has been solved by NMR
[22]. The structural study of both spectrin and a-actinin may have
been facilitated because they naturally exist as oligomers [8,23]. In
the crystals, spectrin and o-actinin repeats always appear as
dimers, but dystrophin is not expected to. In consequence, the only
structural information available for the dystrophin repeats has
been obtained by circular dichroism and tryptophan fluorescence
[24-29].

Because of the lack of experimental 3D structural data for
dystrophin rod domain repeats, it is necessary to use comparative
modeling and structural prediction to study their molecular
properties. The utility of such approaches in designing experi-
ments and interpreting experimental results is now widely
recognized [30-31]. In this context, the goal of the present work
is to highlight the structural differences among dystrophin repeats
in complementarity of their known biochemical properties.
Through the combination of homology modeling and the
comparison of surface properties and molecular dynamics
simulations, we have proposed a molecular description of the
whole dystrophin central rod domain. We have shown that,
despite their similar helical coiled-coil structures, dystrophin
repeats display a huge diversity of surface electrostatics and
hydrophobicity, as well as varying flexibility. The succession of
repeats with specific properties and the presence of flexible
junctions delineate seven independent structural regions, each of
which may play a specific role in dystrophin activity. Our results
provide evidence for the role of the dystrophin central rod domain
as a scaffold platform interacting with various partners, such as
proteins and membrane lipids, through a wide range of surface
features and biophysical properties.

Methods

Sequence alignment

The sequence of human dystrophin was retrieved from NCBI
Dp427m and is consistent with the cDNA sequence of the plasmid
pTG11025 harboring the cDNA for the Dp427m muscle isoform
of human dystrophin (National Center for Biotechnology Infor-
mation Nucleotide Data Base NM-004006, provided by S. Braun
Transgene, France) used in previous experimental work. Two
sequence alignments of the dystrophin repeats are still commonly
used, even though they differ somewhat from each other. The first
appeared very early after the discovery of dystrophin [32], and the
second includes utrophin sequences [33]. It appears that for 14 of
the 24 repeats, the repeat starting point shifts by one residue
between the two alignments. To optimize the first alignment,
Koenig and Kunkel deleted a few residues and introduced some
gaps [32]. In the alignment by Winder, there is no deletion. For
this reason, we chose to use the alignment by Winder to define the
boundaries of the different repeats [33], as shown in Figure S1.

Secondary and 3D structure prediction

The secondary structure was predicted using PSIPRED [34—
35]. For 3D structure prediction, I'-TASSER combines various
techniques such as threading, ab witio modeling and structure
refinement approaches [36-37]. The sequences of two successive
tandem repeats were submitted with an overlap of one repeat for
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the next submission, i.e., first the repeat 1-2, then the repeat 2-3,
leading to a total of 21 models. The two tandem repeats that
would include known hinges, R3-4 and R19-20, were omitted
(Fig. 1A). This strategy was used to obtain models for the potential
helical linkers between adjacent repeat pairs. I-TASSER produced
one to five models for each of the two-repeat sequences submitted,
and only the model with the best C-score for each tandem repeat
was retained. These representative structures were analyzed on a
graphical display with PyMOL [38] and their quality assessed
using PROCHECK, ProSA-web [39-40] and Verify3D [41-42].

Surface-property comparisons: hydrophobicity

Surface hydrophobicity was obtained using PLATINUM, which
is designed to calculate match or mismatch in receptor-ligand
complexes [43-44]. This program allows the calculation and
visualization of the molecular hydrophobic/hydrophilic surface
properties using the concept of molecular hydrophobicity potential
(MHP). The PLATINUM algorithm also provides the total
hydrophobic and hydrophilic surfaces for a molecule. All the
models were submitted, and the PLATINUM web site provided
the calculated maps, which were then visualized using PyMOL.

Surface-property comparisons: electrostatics

The web-based version of PIPSA (Protein Interaction Property
Similarity Analysis) [45-48] was used to compare the tandem
repeats with respect to their electrostatic potentials. PIPSA
quantifies the similarity in the surface properties of homologous
proteins and is particularly useful for comparing the surface
properties of the dystrophin tandem repeats. The previously fitted
models were submitted to the PIPSA server [48], and we chose the
Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) software to calculate
the electrostatic potentials [49]. A low concentration (<10 mM) of
monovalent ion tends to accentuate differences between the
clectrostatic patches, while at cellular concentration (150 mM), the
contrast between the different parts of the electrostatic surface is
strongly attenuated. For this reason, we chose to present maps
calculated for an intermediate ionic strength of 50 mM. Similarity
indexes (SI) for each pair of surface electrostatic potentials were
calculated [45] and converted into a distance matrix ranging from
0.5 to 1.5 [46-47]. The distance matrix was subsequently
subjected to a clustering procedure, and the corresponding
dendrogram was transformed into an electrostatic similarity tree
using the neighboring-joining algorithm by PHYLIP [50].
Visualization of the electrostatic potentials on the molecular
surfaces of the repeats was produced using PyYMOL and the APBS
algorithm for consistency.

Molecular dynamics relaxation

To simulate our systems of tandem repeats, water and ions, we
used the program NAMD 2.7b2 [51] and the CHARMM?27 force
field [52-55]. The initial models of the dystrophin tandem repeats
were oriented along the z axis and then solvated in rectangular
water boxes generated using the Solvate plugin of VMD [56]. We
thus ensured that there was a 30 A thick layer of TIP3P water in
the x and y directions and a 15 A thick layer in the z direction.
Subsequently, the VMD plug-in Autoionize was used to place ions
randomly to neutralize the system while maintaining a 150 mM
NaCl concentration. To adjust the position of the solvent (water
and ions) around the molecules, each system was energy
minimized for 10000 steps using the conjugate gradient method
while restraining the solute atoms with a 25 kcal mol™' A2
harmonic restraint. The box size was chosen to be big enough to
prevent any bias of the Periodic Boundary Conditions on the
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Figure 1. Dystrophin representation and 3D models of four representative tandem repeats. (A) Shown are the N-terminal (N-term), 24
spectrin-like repeats, cysteine-rich, C-terminal (C-term) domains and the four hinges (H1 to H4). The succession of the four main domains 1 to 4 is
indicated above the diagram by a dotted line. (B) Four representative tandem-repeat models are shown as Ca. backbone traces. Helical segments are
colored in blue and loops are in pink. The N-terminal is on the left, the C-terminal is on the right, and the helix A of the N-terminal repeat of each
tandem is at the front of the image. As a reminder, the nomenclature of the helices is given for the R1-2 model. HA, HB and HC are the helices of the
first repeat, and HA’, HB' and HC' are the helices of the second repeat of the tandem.

doi:10.1371/journal.pone.0023819.9001

simulations. The simulated system dimensions are given in Table
S2.

The entire system (solvent + solute) was then subjected to
another 10000 steps of energy minimization to relieve any major
stresses, followed by a slow heating to 310 K at constant volume
over a period of 50 ps. The production phase was performed for
31 ns under periodic boundary conditions with a 2 fs time step
using the SHAKE algorithm. Van der Waals interactions were
computed using a cut-off distance of 12 A with a switching
function starting at 10 A, while long-range electrostatic forces
were calculated using the particle-mesh Ewald method with a grid
density of 1 A™% To further reduce the cost of computing full
electrostatics, a multiple-time-stepping procedure was employed to
calculate long-range electrostatics every 4 fs. Berendsen baths
were used to maintain the system temperature and pressure at
310K and 1 atm, respectively.

The post-processing analysis of the MD trajectories was
performed with VMD 1.8.7 [56] and Ptraj using the last 20 ns
of simulation. To extract representative structures, the coordinate
frames from the trajectory were clustered using the K-means
algorithm. After testing different values, we chose to split the
trajectory into two clusters using the pairwise RMSD between
frames as a metric to compare the Co atoms of the protein [57].
The Atomic coordinates of the snapshots closest to the center of
the resulting clusters (C1 and C2) are available as pdb files in MD-
Clusters S1. The results were verified by repeating the simulation
for 20 ns using an identical protocol, the same initial model but a
different initial velocity distribution.

Results

Sequence analysis and secondary structure prediction
Despite a low overall similarity, the sequence alignment showed
that most of the residues in the (a) and (d) positions were well
conserved, while most of the residues in the other positions were
not (Fig. SIA). In all but seven cases, the heptad pattern was
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maintained through the linker (Fig. S1B). In the R4-5 and R10-11
linkers, one residue was missing and in the R1-2 and R13-14
linkers, two residues were missing. In contrast, insertions of 2, 20
and 7 residues were present in R5-6, R15-16 and R18-19,
respectively (Fig. S1B). 79 to 91% of the total structure was
predicted to form a-helices by PSIPRED (not shown). This result
was in agreement with the assumption that the dystrophin repeats
are essentially folded in a triple a-helical coiled-coil, and also with
experimental data obtained on i witro produced repeats of
dystrophin [27-29]. It is also worth noting that a decreased
tendency to form a helix was predicted for the center of helix B of
each repeat.

Structure models of tandem spectrin-like repeats of
dystrophin

Not surprisingly, the I'-TASSER threading procedure identified
spectrin repeats as the best templates, specifically 1U4Q) (chicken-
brain o-spectrin repeat R15-17) [14], 1S35 (erythroid B-spectrin
R8-9) [13] and 3EDV (B2-spectrin repeat R14-16) [15]. As
expected for spectrin-like repeats, the identity score was low,
ranging between 0.08 and 0.18. However, the sequence coverage
was very good, with values ranging between 86 and 99%, and the
C-scores ranged between -0.72 and 0.76, which indicated that all
models had correct folds (Table S1). The models were further
assessed with VERIFY3D [42], ProSA [39-40] and PROCHECK
[58], with results indicative of high-quality models (Annex S1). All
the models are available as pdb files in Models SI.

The models of the tandem repeats all appeared as elongated
triple helical coiled-coils of roughly 100 x50 A dimensions (Fig. 1B,
Fig. S2), which is in accord with the structural templates. Each
repeat consisted of three helices and two loops. The helices were
not straight but curved gently to form a left-handed super coil.
Compared to the available spectrin-like repeat structures, the
canonical kink in the center of helix B of each repeat was observed
in all repeats, except for R9 and R14 in the R9-R10 and the R14-
15 tandem models, respectively.
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A long helical linker between the two consecutive repeats was
found in 17 of the 21 tandem models. For R5-6, R10-11, R13-14
and R15-16, the linker was not helical but was a short loop (R5-6,
R10-11), a long loop (R15-16) or a break (R13-14). In R5-6, R10-
11 and R13-14, the absence of the helical linker may have been
due to the presence of one or two proline residues which might
impair the helical folding of the linker. In R15-16, a 20-residue
insertion between the two repeats has been previously suggested to
form a small loop [59], as it appears in our model.

The Co-atoms RMSD of our models ranged from 0.250 to
4.241 A. These values were comparable to those calculated
between the various spectrin repeat structures, which ranged from
0.761 to 4.413 A for the template structures (1U4Q, 1535 and
3EDV) used in our modeling (Fig. S3).

Molecular descriptors

As is often the case with cytoplasmic proteins, the overall
tandem repeat surfaces were mostly hydrophilic with an average of
66.4 = 3.5% hydrophilic surfaces (Fig. 2A, B). R13-14 and R14-
15 constituted a central region that was highly hydrophilic
compared to other regions (by less than one standard deviation
from the mean), while R18-19 was highly hydrophobic (more than
one standard deviation from the mean) (Fig 2B). We were also able
to detect numerous hydrophobic patches dispersed on the surface
and small hydrophobic grooves (R2-3, R5-6 and R10-11) that
might constitute interaction sites.

The electrostatic surfaces of the tandem repeats were clearly
dissimilar, and they showed large positive and negative potential
patches (Fig. 3). Such patches often appeared to extend over more
than one repeat surface (R5-6 for example), while sometimes the
two repeats in a tandem exhibited opposite electrostatic properties
(R7-8 for example). To further quantify the surface electrostatic
potential similarity of the tandem repeats, we analyzed our models
with PIPSA [48]. The resulting dendrogram is divided into four
clusters (Fig. 3A). Globally, the ratio of negative/positive potential
surfaces decreased from cluster 1 to cluster 4 (Fig. 3B). In cluster 1,
the models exhibited large strongly negative patches extending
over all tandem repeats. This underlined three strongly negative
regions in the dystrophin rod domain, constituted by R1-2, R8-10
and R18-19. The tandem repeat surfaces in cluster 2 had small
charged patches with numerous negative and few positive
moieties. Cluster 3 was constituted by tandem repeats with large
and strongly positive patches in the N-terminal repeat of the
tandem and negative patches in the C-terminal end. The
electrostatic surfaces in the cluster 4 were comparable to those
in cluster 3 but with the large positive moieties rather in the C-
terminal repeat of the tandem. The analysis clearly indicated
surface-property alternations, particularly in the R10-18 part of
the rod domain, i.e., R11-12, R13-14, R15-16, R17-18 are in
cluster 3 and R10-11, R12-13, R14-15 are in cluster 4 (Fig. 3C).
This region was previously considered as a highly basic region in
view of the calculated pl of the single repeats [60], but it appears
that the region is in fact made up of alternating repeats with
opposite electrostatic properties.

Molecular dynamics relaxation

To further assess the quality of the proposed models, we studied
tandem repeats by molecular dynamics. We applied this approach
to four selected models bearing different types of linker and
physical properties. Two of the chosen repeats displayed helical
linkers (R1-2 and R23-24), and two displayed non-helical linkers
(R10-11 and R15-16). R1-2 belonged to the R1-3 domain, which
binds to lipids, while R23-24 belonged to the R20-24 domain,
which does not [27]. The thermal stability of R1-2 was ten degrees
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lower than that of R23-24 [29]. In R10-11, the linker consisted of
a short loop, while there was a long unstructured linker of 20
residues in the R15-16 model. The four tandem repeats were also
chosen to cover the whole range of electrostatic properties, one
from each of the four clusters in the Fig. 3 dendrogram.

As shown by the RMSD of snapshots measured along the whole
trajectory, the three simulations for R1-2, R15-16 and R23-24
converged after 10 ns, while the R10-11 simulation clearly
sampled two different conformations (Fig. 4). As expected, the
RMSF (Fig. S4) showed that the more flexible regions corre-
sponded to the loops between the helices. All helices remained
stable with the exception of R24 HB. It is also worth noting that
the heptad pattern (black arrows, Fig. S4) was well maintained,
with a lower RMSF for the hydrophobic residues in positions (a)
and (d).

The RI1-2 tandem was relatively stable throughout the
simulation (Fig. 4), with a well-maintained internal structure for
both repeats and for the helical linker. The two clusters obtained
from the trajectory were very similar. However, the structure
diverged rapidly from the initial model. Both R1 HB and R2 HB
bent and the two helices rotated around the helical linker to finally
interact with each other. At the same time, there was a slight
unfolding of R1 HB around residues H55 to G57. The rotation
had only a limited effect on the percentage of accessible
hydrophobic surface vs. the total molecular surface (Fig. S5 A,
B). R1-2 is the most negatively charged tandem repeat of the
dystrophin rod domain (Fig. 3), and the conformational rear-
rangement only slightly modified the electrostatic surface of the
molecule (Fig. S5B). Interestingly, the slight unfolding and the
bending of R1 HB clearly individualized the putative amphipathic
lipid-packing sensor (ALPS) motif of the repeat, i.e., residues Q56
- G73 [61].

Starting from an elongated shape, R10-11 began to bend at the
non-helical linker within the first nanosecond. The conformation
was then stable for several nanoseconds until the molecule was
reorganized into an ever more kinked structure (Fig. 4). Neverthe-
less, both repeats remained very stable through the trajectory and
only their relative positions changed. The same results were
observed in the control trajectory. This profound rearrangement
was likely driven by the presence of numerous exposed hydrophobic
residues at the linker, as pointed out by the significant decrease of
the hydrophobic contribution to the molecular surface (Fig. S5A).
To minimize the hydrophobic cost, the beginning of R10 HB first
interacted with the center of the small R11 HA. The conformation
was further stabilized through the formation of multiple contacts
between R10 HB, R10 HC and R11 HB, and a tight fit between the
two repeats. This structural rearrangement strongly modified the
electrostatic properties of the molecule, leading to the appearance of
a substantial positively charged pocket with negatively charged
surfaces on both sides (Fig. S5B).

The conformation of R15-16 was stable (Fig. 4), although the
total RMSD increased slightly along the trajectory due to the
flexibility of the long non-helical linker. Interestingly, the cluster
analysis identified two preferred conformations that interchanged
during the trajectory. The main difference between the two
clusters was due to variation in the distance between the non-
helical linker and the R16 HB-HC coiled-coil. The interaction
between R15 HB and R16 HA was maintained throughout the
simulation to minimize the exposure of hydrophobic residues.
Nevertheless, the hydrophobic and electrostatic surface properties
were mostly the same for the two clusters and differed only slightly
from the initial model (Fig. S5A, B).

After a first rearrangement, the R23-24 trajectory converged,
although the global conformation remained quite flexible for the
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Figure 2. Molecular hydrophobicity potential of the dystrophin tandem-repeat models. Molecular hydrophobicity potential surfaces were
obtained with PLATINUM and displayed using PyMOL. (A) As in Figure 1B, for the image on the left of each model, the molecules are presented with
the helix A in front, the N-terminal end on the left and the C-terminal on the right. The right-hand image of each model is rotated 180° along the
molecule’s long axis, as indicated on the bottom. The hydrophobicity scale is green-white-yellow, with green representing the most hydrophilic
regions and yellow the most hydrophobic. (B) Plot of the calculated % of hydrophobic surface of each tandem repeat by PLATINUM.

doi:10.1371/journal.pone.0023819.g002

rest of the simulation (Fig. 4). There was a great flexibility of the
internal coil between R23 HB and HC, but the global conformation
of this repeat did not change. However, there was a substantial
rearrangement of R24 HB, with an unfolding of its C-terminal
extremity. In contrast to R1-2, the relative orientation of the two
repeats was maintained, and no interaction between the HB helices
was observed. Accordingly, the hydrophobic and the electrostatic
surface properties were only slightly modified (Fig. S5A, B).

Discussion

The existing assumption in the field is that dystrophin is a key
mechanical linker in the muscle fiber through its association with
both the cytoskeletal protein F-actin and the plasma membrane-
intrinsic protein B-dystroglycan [4,62-63]. The central rod domain
itself has been considered to constitute a passive linker, the role of
which is to absorb the mechanical tension created by muscle
contraction [6]. However, in contrast to this simple assumption, an
increasing number of interacting partners of the central rod
domain are being discovered, which suggests a more complex
biological role.

The models and the nature of the inter-repeat linkers

We have shown that reasonable atomic models can be obtained
using I-TASSER, as validated by various assessment procedures.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

The secondary structures fit well with the spectrin sequences
alignment analysis and with the prediction from PSIPRED. In
addition, the coiled-coil spectrin-like fold is in agreement with the
helicity yields of previously published circular dichroism measure-
ments [24-29]. The low helicity values sometimes observed
experimentally were likely due to the absence of neighboring
domains. Furthermore, the surface hydrophobicity indicates that
the hydrophobic “a” and “d” residue side chains stabilizing the
coiled-coil are largely buried inside the models. As a consequence,
we observed that the repeat structures remained mostly stable
during the molecular dynamics relaxations.

According to the hypothesis of similar folds for dystrophin,
spectrin and o-actinin repeats, all the models fit well with the
canonical triple-helical coiled-coil structure obtained by X-ray
crystallography and NMR of spectrin repeats [11-21]. However,
in contrast to the multi-repeat spectrin structures in which all the
linkers were helical, we observed that four tandem-repeat models
displayed non-helical linkers (R5-6, R10-11, R13-14 and R15-16).
In R15-16, the presence of a 20-residue additional sequence
prevented the linker from being helical. The absence of a helical
fold for the other three linkers may be due to disruptions of the
heptad pattern and/or to the presence of proline residues.
However, in two other tandem repeats, R1-2 and R4-5, the
heptad pattern rupture did not impair the linker’s helical fold.
Therefore, we concluded that the presence of proline residues in
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Figure 3. Molecular electrostatic potential surfaces and PIPSA clustering of the dystrophin tandem-repeat models. (A) The
dendogram from the PIPSA analysis of the 21 dystrophin tandem repeats showed four clusters. The 4 tandem repeats used in the molecular dynamics
simulation are underlined. (B) Representation of the electrostatic potential projected on the solvent accessible surface of the dystrophin repeats,
separated into these 4 clusters. Each model was colored using the APBS electrostatic potential calculated for an ionic strength of 50 mM, and the
surface colors were clamped at -3 (red) and +3 (blue) kTe!. The molecules are presented with the same orientation as in Fig. 2A. (C) Graphical
representation of the repartition of the electrostatic clusters along the rod domain. To take into account the overlapping repeats, the tandems are
shown here in two lines, one for tandems starting with an odd number (R1-2, R5-6, etc.), and the other for the evens (R2-3 etc). Each tandem repeat is
colored to indicate in which cluster it belongs: red for cluster 1, grey for 2, blue for 3 and green for 4. The uncolored repeats belong to tandem not

studied because of the presence of a hinge. Dotted vertical lines are drawn to emphasize the presence of six specific regions.

doi:10.1371/journal.pone.0023819.9003

R5-6, R10-11 and R13-14 was likely to be the main cause of the
non-helical linkers. Interestingly, no proline residues are located in
the inter-repeat linkers of o- and P-spectrin and o-actinin.
However, these proline residues are conserved in the dystrophin
from other vertebrates, such as mice and dogs, and are also present
in the linkers of human utrophin repeats 5-6, 10-11, 13-14, 14-15
and 16-17. Thus, the presence of proline residues in the inter-
repeats linker constitutes a key feature of dystrophin and utrophin
molecules.

Surface properties of the tandem repeats

The varied interaction properties of the dystrophin rod domain
must be supported by varied surface properties among the repeats.
We show here that the repeat surfaces are mostly hydrophilic, in
accordance with the heptad pattern’s projection of the polar
residue side chains outside the coiled-coil. However, the surface
hydrophobicity is far from zero, and the repeat surfaces also
displayed hydrophobic patches of potential interest.

The use of APBS and PIPSA allowed us to calculate and
compare the electrostatic surface potentials of tandem or single
repeats of the entire rod domain. Considering all the models,
despite substantial heterogeneity of the electrostatic surfaces, the

analyses highlighted six distinct regions based on their electrostatic
potentials. R1-3, R8-10 and R18-19 are strongly negatively
charged regions; R4-7 and R20-24 are less charged with small
negative and positive patches; and the R11-17 region is composed
of large, alternating strongly negative and positive moiceties (Fig. 3B
and Fig. 5).

The remaining question is as follows: does this variety of surface
properties explain the localization of specific binding sites for the
known partners of the dystrophin rod domain? Indeed, the two
strongly negatively charged regions R1-3 and R18-19 strangely
present strong anionic lipid-binding properties, while R10-17, with
its large negatively and positively charged patches, shows a strong
affinity to both anionic and zwitterionic lipids [28]. In contrast, the
two less charged regions can either bind to lipids, as in the case of
R4-7, or not, as for R20-24 [27].

Although the description of lipid binding is quite complex, our
models provide some clues as to how the lipids bind to specific
repeats. Molecular dynamics experiments with membranes should
further define where and how the complementarities lie. On the
other hand, surface-property descriptors are clearly insufficient to
explain the interaction specificity between the dystrophin repeats
and their protein partners. This can be explained by the crucial
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Figure 4. Structural changes in the four tandem repeats observed during the molecular dynamics relaxation. Co. RMSD measured
between the initial models and snapshots of the four molecules taken every ps. The red line represents the RMSD of the tandem repeats, the green
indicates the RMSD of the N-terminal repeat in the tandem and the blue shows the RMSD of the C-terminal repeat. The simulations were submitted
to a clustering procedure in order to identify two clusters per simulation. Ca backbone traces of the initial model and the snapshots closest to the
center of each cluster (C1 and C2) are shown with the same orientation as in Fig. 1B.

doi:10.1371/journal.pone.0023819.g004
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Figure 5. Novel view of the dystrophin central rod domain sub-divided into seven specific structural domains. H1 to H4 are the four
hinges 1 to 4. The new sub-domains are shown here in boxes, with the repeats that they enclose indicated. The colors of the boxes are derived from
the electrostatic analysis of Fig. 3B, C. Violet boxes are the most electronegative regions and are mostly constituted by repeats from cluster 1. The
blue boxes are intermediate electrostatic regions composed of repeats from clusters 2 and 3. The yellow boxes correspond to a region previously
considered as highly basic but which is in fact made up of alternating repeats from clusters 3 and 4 with opposite electrostatic properties. The two
solid arrows indicate the newly identified small junctions, while the two dashed arrows indicate the locations of two other putative small junctions
between R5 and R6 and R13 and R14. The black straight lines indicate partners and are placed along the dystrophin regions with which they interact.
They include nNOS (n-nitric oxide synthase), F-actin (filamentous actin), PAR-1b (polarity-regulating kinase-1b), membrane lipids, intermediate

filaments and microtubules.
doi:10.1371/journal.pone.0023819.g005

role played by both surface and residue complementarities in these
processes. To answer this question, we plan to dock our models on
atomic structures of well-known dystrophin partners such as
nNOS [64] and filamentous actin [65].

Molecular dynamics relaxation of tandem repeats

Although our models are of high quality, there may be a bias
because of the small number of spectrin-repeat templates
available. It is therefore of interest to study the molecular
dynamics of the dystrophin repeats. Interestingly, three of the
four studied models maintained structures very similar to the initial
models throughout the entire simulation. The exception was R10-
11, where the presence of both a flexible non-helical linker and
very strong hydrophobic forces induced a large kink and important
changes in the global structure of the tandem, while each of the
repeats remained close to the initial model. In contrast, the long
linker of R15-16 allows only a restricted bending of the two repeats
with respect to each other, and the R1-2 and R23-24 models
preserved their helical linkers. These results show the potential
limitations of homology modeling and underline the importance of
refining structures by MD.

Our observations should also be compared to similar simulation
approaches on spectrin repeats. Dynamic flexibility has been
previously reported for repeats 8-9 of human erythrocyte B-
spectrin and repeats 16-17 of chicken-brain o spectrin, both with
helical linkers [66]. As in our work, the internal structure of each
repeat was not modified during the simulations. Atomistic
molecular dynamics showed significant bending flexibility gov-
erned by the interactions among the AB-loop of the first repeat,
the BC-loop of the second repeat and the linker region. At the end
of the simulation, the two repeats were in the same face of the
linker. This result is in agreement with the observed changes in the
respective orientation of the repeats in R1-2, which move onto the
same face of the linker early in the simulation. In contrast, R22-23
remained in the same orientation as in the starting models.
Therefore, it appears that in dystrophin repeats, the bending
directionality is not correlated to the structure of the linker.

Interestingly, these dynamical properties can be directly linked
to the presence of specific binding domains. In the case of R1-2,
which is known to bind to anionic and curved liposomes, the rapid
rotation of repeat 2 around the helical linker placed the potential
amphipathic lipid-packing sensor (ALPS) motif [61], situated at
the end of HB of R1,

on the outside of the molecule. This
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mechanism suggests a dynamical control of the interaction with
curved membrane surfaces. In the case of R10-11, the large
observed kink can be compared with the large differences in the
adjacent-repeat orientation observed for Bl-spectrin [16-17] and
B2-spectrin [15]. In both studies, repeat 15 exhibits a large tilt
angle with respect to repeat 14. Significantly, this tandem repeat
constitutes the ankyrin-binding domain, and mutations that
interrupt the bonding between two residues essential for
maintaining the large tilt angle have been shown to decrease the
ankyrin affinity of the tandem repeat [17]. The binding surface of
the tandem repeat 14-15 and its electrostatic complementarities
[19,67] are disrupted when the angle is no longer present, and this
change in turn alters the ankyrin binding. These observations lead
to a very interesting hypothesis [17,19] in which modifications of
the angle may be dynamically controlled either by the binding of
ligands such as lipids [68] or by a mechanical stretch, thus
regulating the ankyrin binding. Similarly, the N-terminal end of
the ol and oll-spectrins forms a large tilt angle with the
neighboring repeat 1, consistent with a flexible junction [69].
Again, this flexible junction is thought to play a role in modulating
the association affinity of spectrin o with spectrin B to constitute
the spectrin dimer. Our results suggest a similar mechanism for
R10-11 that could dynamically control the binding of the
neighboring region R11-17 to F-actin.

Altogether, our simulations provided evidence of at least two
highly flexible linkers that constitute small “junctions” allowing the
individualization of the RI11-15 region from its neighbors.
Strikingly, this region coincides with the initial description of the
central actin-binding domain (ABD2) of dystrophin [60], which
was later extended to R11-17 [70]. In the absence of an actual
molecular mapping of the actin-interacting domain, it is tempting
to consider the possibility that the R11-15 domain is the true
ABD2. Furthermore, the remaining R16-17 region has been
recently shown to play a specific role through interactions with
nNOS. Therefore, the dynamics of the two non-helical linkers
R10-11 and R15-16 may regulate the interaction of the two close
regions R11-15 and R16-17 with their partners, actin filaments,
nNOS and membrane lipids. The presence of non-helical linkers
in the tandem repeats R5-6 and R13-14 could constitute two other
small “junctions”, but this remains to be determined.

In contrast, the presence of a helical linker in the R20-24 region
must rigidify this entire region. Indeed, the region is known to be
the most thermally stable portion of the molecule and also shows
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specific surface properties. This stability and the presence of the
following small hinge are likely crucial to properly individualizing
the neighboring cysteine-rich domain, which interacts with the
large DGC macromolecular complex through the integral B-
dystroglycan protein [4].

Conclusion

In conclusion, our computational analysis clearly establishes
that dystrophin repeats are highly diverse, with electrostatic and
hydrophobic surfaces that are far from identical. Our study also
identifies new flexible junctions in the rod domain in addition to
the already known hinges. Altogether, the dystrophin rod domain
is made up of seven different regions distinguished by their surface
properties and the presence of key flexible linkers on both sides
(Fig. 5). Through the diversity of these properties, the repeats
constitute a large scaffold domain for interactions with multiple
proteins and with different lipid partners.

This improved description of the dystrophin central rod
domain strongly supports the severity grading of Becker
muscular dystrophy (BMD) [5,71-73]. Indeed, beside the very
severe DMD due to the total deficit of dystrophin, BMD varies
from very mild to severe and with or without cardiac
involvement in addition to the muscular damage. BMD is
mainly caused by in-frame mutations which in the vast majority
of cases are deletions of one or several exons. Apart for deletions
of the 3" and 5’ of the gene, the mutated dystrophin molecules
are internally truncated by large parts of the central rod
domain. However, the molecular basis of the variability of the
BMD severity is difficult to establish because the precise
properties of the central rod domain are yet largely unknown.
Therefore, our work gives now an integrative view of the central
rod domain properties which will help to interpret the BMD
variability in view of the missing regions in truncated dystrophin
molecules. Similarly, our work may help in the design of
truncated dystrophin molecules to be expressed, either by gene
replacement or by exon skipping, in Duchenne muscular
dystrophy patients who lack dystrophin [63,74].

We emphasized above that crystallization of dystrophin repeats
has never been successful. In view of the biophysical properties of
the different tandem repeats that we reveal here, key experiments
will include crystallization assays on single or tandem repeats and
SAXS studies [75] on multi-repeat proteins such as those
previously studied by our group [27-28]. Our models also
constitute a rational molecular platform for initiating docking
studies with atomic structures of known partners such as nNOS, F-
actin and lipids, and to guide site-directed mutagenesis to more
precisely and experimentally define the surfaces involved in these
interactions.

Supporting Information

Figure S1 Sequence alignments. (A) Alignment of the 24
dystrophin repeats and the 8 spectrin repeats used by I-TASSER
as templates. Repeats were aligned by ClustalW using default
parameters. The alignment was visualized in Jalview and colored
using the ClustalX color scheme. Each residue is marked by a
specific color only when there is similarity across the repeats. In
the bottom line, heptad motifs are indicated, showing the
hydrophobic residues in the (a) and (d) positions. The presence
of hinges or extra-sequences is mentioned at the end of the
corresponding line. (B) The end of a repeat is aligned with the
beginning of the following repeat to help visualize the linker within
the tandem repeats. The heptad pattern is indicated as in (A). At
the right, we indicate whether the heptad pattern is respected (+)
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or not (—) in the linker. Insertions are indicated by marking the
hinges or the extra-sequences.

(TTF)

Figure $2 Three dimensional homology models of the
21 dystrophin tandem repeats obtained by I-TASSER.
The models are represented as Co backbone traces. Helical
segments are colored in blue and loops are in pink. The N-
terminal is on the left, the C-terminal is on the right, and the helix
A of the N-terminal repeat of each tandem is at the front of the
image. As a reminder, the nomenclature of the helices is given for
the R1-2 model. A, B and C are the helices of the first repeat, and
A’, B’ and C’ are the helices of the second repeat of the tandem.
(TTF)

Figure S3 Superposition of the spectrin-repeat crystal-
lographic structures and of the dystrophin tandem-
repeat models. Top: Spectrin repeats shown were those used as
templates by I-TASSER: chicken-brain a-spectrin repeats R15,
R16 and R17 (1U4Q) [14], erythroid B-spectrin repeats R8 and
R9 (1S35) [13] and P2-spectrin repeats R14, R15 and R16
(BEDV) [15]. Bottom: superposition of the dystrophin tandem
repeats modeled with I-TASSER. The figure was made using
PyMOL.

(TTF)

Figure S4 Quality assessment of the molecular dynam-
ics relaxation of four tandem repeats. The residue-by-
residue backbone fluctuation profile (RMSF) of the eight repeat
units R1, R2, R10, R11, R15, R16, R23 and R24 is shown with
the primary sequence of each isolated repeat aligned according to
the heptad pattern. The (a) and (d) residues are marked with black
triangles.

(TIF)

Figure S5 Influence of the molecular dynamics relaxa-
tion on the hydrophobicity and electrostatics of the
molecule surfaces. As in Figure 1B, for the image on the left of
cach model, the molecules are presented with the helix A in front,
the N-terminal end on the left and the C-terminal on the right. The
right-hand image of each model is rotated 180° along the molecule’s
long axis, as indicated on the bottom. The initial model and the
snapshots closest to the center of each cluster (C1 and C2) are shown
in both cases. (A) Molecular hydrophobicity potential surfaces
calculated with PLATINUM are shown using PyMOL. The
hydrophobicity scale is green-white-yellow, with green representing
the most hydrophilic regions and yellow the most hydrophobic. (B)
Representation of the electrostatic potential projected on the solvent
accessible surface of the dystrophin tandem repeats. Each model
was colored using the APBS electrostatic potential calculated for an
ionic strength of 50 mM, and the surface colors were clamped at -3
(red) and +3 (blue) kTe-1.

(TTF)

Table S1 I-TASSER statistics for the tandem-repeat
models of the dystrophin central rod domain.

(TIF)

Table $2 Simulated system dimensions for the molec-
ular dynamics study of the four tandem-repeats, R1-2,
R10-11, R15-16 and R23-24.

(TIF)

Annex S1 Quality assessment of homology modeling of
all tandem repeats of the human dystrophin rod
domain. For each model, the sequence and an image of the
model as it appeared in Fig. 1 are shown first and second,
respectively. Shown next are the results from PROCHECK, with
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the Z score and the graph of the energy for each residue in the
sequence. The Verify3D results follow, along with the Ramachan-
dran plot from PROCHECK. This is completed by an image of
the model, with the residues in the disallowed regions of the
Ramachandran plot colored in red.

(PDF)

Models S1 Atomic coordinates (in PDB format) of 3D homology
models of the 21 dystrophin tandem repeats obtained with I-
TASSER.

(RAR)
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Abstract
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dystrophy, Phenotype-genotype correlation

Background: Dystrophin is a large essential protein of skeletal and heart muscle. It is a filamentous scaffolding
protein with numerous binding domains. Mutations in the DMD gene, which encodes dystrophin, mostly result in
the deletion of one or several exons and cause Duchenne (DMD) and Becker (BMD) muscular dystrophies. The most
common DMD mutations are frameshift mutations resulting in an absence of dystrophin from tissues. In-frame
DMD mutations are less frequent and result in a protein with partial wild-type dystrophin function. The aim of this
study was to highlight structural and functional modifications of dystrophin caused by in-frame mutations.

Methods and results: We developed a dedicated database for dystrophin, the eDystrophin database. It contains
209 different non frame-shifting mutations found in 945 patients from a French cohort and previous studies.
Bioinformatics tools provide models of the three-dimensional structure of the protein at deletion sites, making it
possible to determine whether the mutated protein retains the typical filamentous structure of dystrophin. An
analysis of the structure of mutated dystrophin molecules showed that hybrid repeats were reconstituted at the
deletion site in some cases. These hybrid repeats harbored the typical triple coiled-coil structure of native repeats,
which may be correlated with better function in muscle cells.

Conclusion: This new database focuses on the dystrophin protein and its modification due to in-frame deletions in
BMD patients. The observation of hybrid repeat reconstitution in some cases provides insight into phenotype-
genotype correlations in dystrophin diseases and possible strategies for gene therapy. The eDystrophin database is

Keywords: Dystrophin, DMD gene mutations, Spectrin-like repeats, Duchenne muscular dystrophy, Becker muscular

Background

The Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) gene,
located on the short arm of the X chromosome (at
Xp21.2), is the largest known gene in humans. It has an
open reading frame of ~11.055 kb, containing 79 exons
(Mendelian Inheritance in Man [MIM: 300377]) [1], and
transcription from seven tissue-specific promoters leads
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to the synthesis of 16 isoforms of the dystrophin pro-
tein. In humans, dystrophin diseases are caused by
mutations in the DMD gene and include the allelic phe-
notypes of Duchenne muscular dystrophy (DMD)
[OMIM:310200], Becker muscular dystrophy (BMD)
[OMIM:300376] and X-linked dilative cardiomyopathy
(XLDCM) [OMIM:302045] [1-3].

Dystrophin is present at the internal face of the plasma
membrane in many tissues, including skeletal, cardiac
and smooth muscle, and in various central nervous sys-
tem cells. Dystrophin is highly conserved in vertebrates,

© 2012 Nicolas et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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including mouse, chicken and dog, and in invertebrates,
such as Drosophila [4], and Caenorhabditis elegans [5].

The full-length 3685-residue isoform of dystrophin,
dp427m, has a molecular weight of 427kDa and is
expressed in skeletal and cardiac muscle, where it plays
a key role during muscle contraction-relaxation cycles.
Dystrophin has four main regions: (i) the N-terminal
actin-binding domain (ABD) comprises the first 246
residues; (ii) the central rod domain spans residues 247
to 3045 (accounting for about 76% of the molecule
[6,7]), is formed by 24 spectrin-like repeats and four
hinges and binds to various partners (filamentous actin,
membrane lipids and nitric oxide synthase); (iii) the
cysteine-rich domain, from residues 3080 to 3360, binds
to the intrinsic membrane protein P-dystroglycan and
(iv) the carboxy-terminal domain, comprising the last
325 residues, binds to dystrobrevin and syntrophins (for
reviews, see [8,9]). Dystrophin is associated with a large
number of proteins, to which it either binds directly or
with which it interacts indirectly through intracellular or
extracellular proteins. The binding of dystrophin to
B—dystroglycan brings it into contact with membrane
and extracellular proteins to form the dystrophin-
glycoprotein complex (DGC) [10,11]. Dystrophin there-
fore forms a link between the extracellular matrix and
cytoskeletal actin. The function of dystrophin is not
completely understood, but its main role is to protect
the sarcolemma from rupture during the stresses of
muscle contraction [12,13].

Patients with muscular dystrophy have little or no dys-
trophin, and it has been suggested that this results in the
disruption of muscle membranes, which alters calcium-
channel activity, thereby strongly increasing intracellular
calcium concentration. This ultimately leads to muscle-
cell necrosis [13,14], followed by regeneration. The con-
tinual cycles of regeneration and necrosis lead to the
skeletal muscles being gradually replaced by adipose tis-
sue and unable to sustain any mechanical activity.

The incidence of Duchenne muscular dystrophy
(DMD) is about 1 in 3,500 male births. Affected patients
have a massively reduced life expectancy and a poor
functional prognosis. In most cases, DMD is due to
frame-shift mutations in the DMD gene, leading to a
complete absence or low levels of dystrophin protein (no
more than 3% normal levels). This accounts for the se-
verity of the phenotype in all patients, although some
variation of disease expression is observed between
patients, in terms of motor, respiratory, cardiac and
mental functions [15,16]. The expression of the various
dystrophin isoforms may depend on the mutation site,
potentially accounting, at least in part, for the correl-
ation with the motor and mental status of patients [15].
Becker muscular dystrophy (BMD) is less frequent than
DMD, and is usually milder, with slower disease
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progression. BMD is caused by in-frame deletions or
duplications of one or several exons or by splice-site and
missense mutations. These mutations lead to the pro-
duction of various amounts of internally truncated,
lengthened, or slightly modified dystrophin molecules.
This results in a broad spectrum of clinical severity, ran-
ging from a complete absence of symptoms, through
mild disease, to severe clinical conditions similar to
DMD [15-25]. According to the reading-frame rule,
frame-shifting mutations lead to the severe DMD
phenotype, whereas in-frame mutations lead to the less
severe BMD phenotype [16,26]. However, there are
exceptions to this rule, with certain in-frame mutations
resulting in the severe DMD phenotype [27-31]. These
mutations are frequently located at the 5 end of the
gene encoding the N-terminus of dystrophin including
ABD1, or at the 3’ end of the gene encoding the C-
terminal domain, usually in the Cys-rich domain,
thereby disrupting the DGC.

The structure and function of dystrophin are poorly
resolved at the biological and physiological levels, and it
is therefore difficult to establish a detailed phenotype-
genotype correlation in BMD patients. Phenotypic differ-
ences between patients are thought to depend on the
site of the deletion or duplication and the conservation
of the reading frame, and such differences have recently
been shown to be correlated with the residual amount of
dystrophin [32]. Such knowledge is essential to antici-
pate the effects of current exon-skipping treatments on
phenotype restoration in treated DMD patients [33-36].

Two databases of DMD human mutations are already
freely available online: the Leiden Muscular Dystrophy
database [37,38] and the UMD-DMD French database
[39,40]. The Leiden Muscular Dystrophy database lists
the DMD mutations in patients reported in publications
or submitted by contributors from around the world and
includes some biochemical and phenotypic details. The
UMD-DMD database provides molecular and clinical
data for patients from France carrying a mutation of the
DMD gene. Both databases include in-frame and frame-
shifting mutations and focus on gene-level information.
However, as dystrophin acts at the protein level, a more
detailed and comprehensive characterization of the pro-
tein produced from genes with in-frame gene mutations
is required. Such a characterization is particularly im-
portant for comparisons of the structural features and
molecular interactions of the mutated protein with those
of the wild-type protein. For example, the total absence
of dystrophin, or its presence in very small amounts in
DMD patients, leads to the breakdown of the DGC com-
plex, a histological marker of the disease [41]. However,
the site of the mutation determines whether these inter-
actions are abolished in BMD patients, resulting in di-
verse phenotypes. For both basic research and clinical/
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therapeutic purposes, it is therefore of interest to estab-
lish a correlation between the genotype and the molecu-
lar and structural consequences of in-frame mutations
for the encoded protein.

To this end, we have developed a new database called
eDystrophin, specifically dedicated to providing informa-
tion about the in-frame mutations of the DMD gene and
their consequences for dystrophin molecules. The eDy-
strophin database includes both in-frame DAMD muta-
tions identified at a routine diagnostic laboratory for
these mutations in France and published mutations. In
addition to the genetic and clinical details provided by
the other two available databases, the eDystrophin data-
base provides: (1) a synthetic view of the properties of
mutated dystrophin, (2) a map of modifications to bind-
ing sites for interacting protein partners; for deletions
involving the central rod domain, eDystrophin provides
(3) a structural model of the mutation site and (4) a spe-
cific comment indicating whether a correct filamentous
3D-structure is reconstituted around the mutation site.
Finally, this new database focuses on the protein rather
than the gene, providing a new vantage point regarding
in-frame mutations of the DMD gene, with the finding
that the gene exons and protein domains are “in phase”
for the specific central rod domain of dystrophin. This
phasing controls the ability of the internally truncated
dystrophin molecules to reconstitute a hybrid repeat
unit able to fold into a triple coiled-coil, resembling the
native repeats present in full-length dystrophin. This
database is freely available from http://edystrophin.gen-
ouest.org/, and all the information provided can be
downloaded.

Methods

eDystrophin is a relational database developed in MySQL
5.1.37 within the MAMP package [42]. The website was
constructed with XHTML, PHP 5 and JavaScript. The
database and the website are hosted by the BioGenouest
platform [43] and run with the Apache web server, version
2.2.3. MyDomains [44] was used to represent the mutated
proteins. The Jmol applet [45] is embedded for the
visualization of three-dimensional structure-homology
modeling.

Database construction

Gene data

The DMD cDNA sequences for the seven known tissue-
specific promoters and the positions of the 79 exons
were obtained from GenBank (RefSeq in Table 1).

Wild-type dystrophin data

Sequence data for the 16 isoforms of wild-type dys-
trophin were downloaded from GenBank. Several of
these isoforms are generated by alternative splicing in
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specific tissues (Table 1). The boundaries of the struc-
tural and functional domains were defined according to
the findings of 19 published papers and three domain-
search tools (Additional file 1, Table S1). This resulted in
the definition of 35 structural and 15 binding domains
in the eDystrophin database (Figure 1A). All of the var-
iants of each domain mentioned by the different authors
are indexed in the database (See the “Knowledge” sec-
tion), together with the original publication reference.

Two X-ray crystallographic structures of dystrophin
domains have been reported: one for actin-binding do-
main 1 at the N-terminal end [PDB: 1DXX] [51] and the
other for a WW domain and EF hand-region fragment
complexed with a B-dystroglycan peptide [PDB: 1EG3]
[52]. We recently used homology modeling to propose
the three-dimensional structure models of the 24 central
rod domain repeats [53]. The database gives models for
isolated repeats (Figure 1B) and for tandem repeats
(Figure 1C). Each repeat consists of three a-helices: A,
B, and C, and A B) and C’ for the following repeat.
These two structures and all the structure models can
be visualized and downloaded from the eDystrophin
database (from the Explore database section).

Data for mutated dystrophin

Our principal goal was to provide information about the
structure of the protein in cases of DMD in-frame muta-
tion, as a valuable tool for exon skipping therapy. We col-
laborated with one of the two existing databases — the
French UMD-DMD database [40] — resulting in the in-
clusion of all patients carrying in-frame mutations from
the largest French cohort, for whom detailed genetic and
molecular investigations had been carried out. Data from
published studies reporting well characterized exon dele-
tions/duplications were also included. The eDystrophin
database compiles 209 different in-frame mutations from
a total of 945 patients. One hundred of these mutations
were described in previous studies, 67 were provided by
the Laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire
(LBGM, Cochin Hospital, APHP, Paris) and 42 were
present in both sources (Additional file 2, Table S2). The
mutations are named according to Human Genome Vari-
ation Society nomenclature recommendations [54]. For
each mutation, the cDNA sequence was predicted and is
available from eDystrophin (See the “Explore database”
section). As mRNA studies are rarely performed in cases
of exon deletion/duplication, we did not consider mRNA
levels in eDystrophin. For duplications, we cannot under-
stand events at the protein level unless we know how the
duplication is arranged at the gene level. We therefore
assumed that repeats were in tandem and not in opposing
directions, in which case a stop codon might occur, result-
ing in the absence of dystrophin and a DMD phenotype.
The eDystrophin database also provides some general
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Table 1 DMD transcript variants and their tissue expression

Promoters Publication Tissue specificity Alternative splicing mRNA RefSeq Protein RefSeq
dp427m (Koenig et al, 1989)[16]  Skeletal muscle, heart muscle, glial cells Not referenced NM_004006.2 NP_003997.1
dp427¢c (Chelly et al., 1990)[46] Brain, retina Not referenced NM_000109.3 NP_000100.2
dp427p (Chelly et al, 1990)[46] Purkinje cells, muscle Not referenced NM_004009.3 NP_004000.1
dp260 (D'Souza et al, 1995)[47] Retina No but two alternative exon 1 1: NM_004011.3  1: NP_004002.2
2: NM_004012.3  2: NP_004003.1
dp140 (Lidov et al,, 1995)[48] Brain, kidney, retina No splicing - > dp140 NM_004013.2 NP_004004.1
Exons 71 & 78 - > dp140ab NM_004022.2 NP_004013.1
Exon 78 - > dp140b NM_004021.2 NP_004012.1
Exons 71 to 74 & 78 - > dp140bc  NM_004023.2 NP_004014.1
Exons 71 to 74 - > dp140c NM_004020.3 NP_004011.2
dp116 (Byers et al., 1993)[49] Schwann cells Not referenced NM_004014.2 NP_004005.1
dp71 (Hugnot et al, 1992)[50]  Everywhere except skeletal muscle No splicing - > dp71 NM_004015.2 NP_004006.1
Exons 71 ->dp71a NM_004017.2 NP_004008.1
Exon 71 & 78 - >dp71ab NM_004018.2 NP_004009.1
Exon 78 ->dp71b NM_004016.2 NP_004007.1
Stop at Exon 70 - > dp40 NM_004019.2 NP_004010.1

clinical and protein information (see below) for each of domains of dystrophin was produced, including deletions
the in-frame DMD mutations. For each of the 209 protein  of exons at the 3’ end encoding actin-binding domain 1
sequences derived from these in-frame mutations, a map  (Figure 2A) and deletions of exons 13—44, 45-47 and 45—
of the conserved and altered structural and binding 48 (Figure 2B, C, D).

C-terminal end

crropeftoge e
BC ’ ol il =
Re “‘geﬁ- Repeat 7 - A @ < R

Repeat 8

BC Lo,

-,

N-terminal end

Figure 1 The dystrophin molecule and its partners. (A) Schematic representation of the molecule with the structural domains CH1 and CH2,
constituting actin-binding domain 1, hinges 1 to 4 (H1 to H4), spectrin-like repeats 1 to 24 (R1 to R24); the WW domain and EF hand-region
constituting the Cys-rich domain; ZZ, the zinc finger domain; and the C-terminal domain (C term) and its partners. (B) Model of the three-
dimensional structure of repeat 7 folded into a triple coiled-coil, consisting of three helices, A, B, and C, joined by two loops, AB and BC. (C)
Model of the three-dimensional structure of tandem repeats R7-8 of the rod domain. Each repeat is composed of three alpha helices folded into
a triple coiled-coil: R7 (helices A, B, and C, joined by loops AB and BC) and R8 (helices A, B and helix C', joined by loops A'B" and B'C)). A long
common helical linker is formed between the two repeats by R7 helix C and R8 helix A"
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Figure 2 Representation of the dystrophin proteins generated from genes with several types of deletions. (A) lllustration of the proteins
produced from genes with deletions of exons corresponding to the 3’ terminus encoding actin-binding domain
deletion site. (B) Deletion of exons 35 to 44: representation of the entire molecule with a tag at the deletion site and a model of the three-
dimensional structure at the deletion site, showing that a hybrid repeat is reconstituted from parts of repeats 2 and 17. (C) Deletion of exons 45
to 47: representation of the entire molecule with a tag at the deletion site and the homology model of three-dimensional structure at the
deletion site, showing that the junction between the C-terminal part of repeat 17 and the N-terminal part of repeat 18 does not allow the
reconstitution of a hybrid repeat. (D) Deletion of exons 45 to 48: representation of the entire molecule with a tag at the deletion site and the
homology model of the three-dimensional structure at the deletion site, showing that a hybrid repeat is formed from parts of repeats 17 and 18.
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For each deletion of exons encoding part of the central
rod domain (exons 10-61), homology modeling was
used to determine the structure of the protein at the
junctions on either side of the deletion. Homology mod-
eling was performed on the automated server, I-TASSER
[55,56], as in our previous study on native repeats [53].
I-TASSER combines various techniques, including
threading, ab initio modeling and structure-refinement
approaches, for the prediction of protein structures. For
each submitted sequence, one to five models are pro-
duced based on homology to the spectrin repeats, the
crystallographic structures of which have been resolved.
Briefly, the C-score in I-TASSER estimates the quality of

the predicted model, based on the significance of the
threading alignments and the convergence of the simula-
tions. C-score values typically lie in the range of -5 to 2,
with higher scores indicative of a better model. Only the
model with the best C-score is retained in the eDystro-
phin database. Furthermore, three-dimensional structure
models of isolated hinges were submitted to I-TASSER
and were incorporated into models as necessary. These
new structures, made of separated blocks, were mini-
mized twice, in water and 50mM NaCl. The models
were further analyzed by graphical display with PyMOL
[57] and evaluated with PROCHECK (to check the
stereochemistry information supplied by ProSA-web
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[58,59]) and Verify3D [60,61] (for structure validation).
Ramachandran plots showing the amino-acid distribu-
tion are provided by eDystrophin, indicating the energet-
ically favorable regions for peptide bond torsion angles
for each amino-acid of the protein. The structural model
is considered of higher quality if the distribution of
amino-acid torsions is restricted to the regions allowed
in the plot.

The models can be visualized online with Jmol [45],
using a color code for each region of the protein. Com-
parison of the structure of the mutated protein with na-
tive repeat folding is provided by eDystrophin, through a
static view of a native three-repeat fragment of dys-
trophin in a parallel box. Static images and PDB files for
the wild-type and mutated models can be downloaded.

Clinical data

In total, 945 clinical records (531 provided by the LBGM
and 414 from published studies) were included in eDy-
strophin. The database provides a brief description of
the disease phenotype corresponding to the most com-
monly used clinical classification. The DMD and BMD
phenotypes are attributed to cases in which the patient
loses the ability to walk before the age of 13 years and
after the age of 16 years, respectively. The intermediate
muscular dystrophy (IMD) phenotype is used to describe
patients who stopped walking between the ages of 13
and 16 years. The DCM phenotype is attributed to the
subgroup of patients with isolated cardiomyopathy with-
out skeletal muscle involvement, whereas the “pending”
subgroup corresponds to patients with insufficient clin-
ical data for correct classification of their phenotype. Fi-
nally, the “asymptomatic” phenotype is assigned to
patients with no myopathic or cardiac symptoms at their
most recent check-up.

The results of dystrophin immunostaining and/or west-
ern blot studies with three specific antibodies against dif-
ferent domains of dystrophin were available for 360
patients. The Dys-1 antibody is specific to repeats 8-9 in
the central rod region; the Dys-2 antibody is specific to
the C-terminus (residues 3669-3685); and the Dys-3 anti-
body is specific to the N-terminus (residues 321-494). For
the LBGM patients, data from immunostaining studies
are presented according to staining regularity (normal,
regular, irregular, mosaic, no signal with revertant fibers,
and no signal) and intensity (high, medium, and low).
Western blots with the same three antibodies were used
to assess the quantity (high, medium or low) and size
(increased, normal, reduced or undetected) of the three
major regions of the mutated protein. Thus, for each of
the recorded in-frame mutations, the eDystrophin data-
base displays the percentage of patients carrying the muta-
tion with resulting in the production of low, normal or
high levels of dystrophin proteins of small, normal or large
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size. In addition, for cases in which clinical data are avail-
able, the presence of cardiomyopathy or mental retard-
ation at the last clinical examination is also displayed. The
aim of eDystrophin was not to provide detailed descrip-
tions of clinical symptoms, dystrophin immunofluores-
cence and western blot status for each patient, but a
global view for each subgroup of patients carrying the
same in-frame DMD mutation.

Results

Website organization

The eDystrophin website contains four distinct sections:
“Knowledge”, “Explore database”, “Statistics” and “Links”.
The “Knowledge” pages provide background information
about the dystrophin gene and protein, the diseases
associated with mutations of the gene and current cell-
and gene-therapy strategies. The “Explore database”
pages contain data that can be downloaded, and this sec-
tion is divided into two parts: ‘Wild-type dystrophin, and
‘Mutated dystrophin’. The “Statistics” section provides a
brief summary of statistics for eDystrophin content. Fi-
nally, the “Links” section provides some useful links and
a list of previous publications reporting well characterized
exon deletions/duplications implemented in eDystrophin.

The ‘Wild-type dystrophin’ pages provide all of the
wild-type sequences and the corresponding three-
dimensional structures of the domains. The ¢cDNA and
protein sequences of the 16 isoforms can be obtained by
clicking on the “Isoform full-length sequences” tab. A
diagram of the organization of the cDNA can be
obtained by clicking on the “Exon sequences” tab, and
the sequences of the 79 exons can be obtained by click-
ing on the chosen exon. The sequences of the various
domains, with all of the versions reported in published
studies, can be obtained by clicking on the “Structural
domain sequences” tab, and a diagram of dystrophin
with the functional domains reported in published stud-
ies can be obtained by clicking on the “Binding domain
sequences” tab. By clicking on the domain, the user can
download the sequence. Similarly, the three-dimensional
structures found in PDB are available via the “3D-
structure models” tab, as are the homology-based mod-
els of all single and tandem repeats, which can be visua-
lized with the Jmol vizualization tool [45].

The “Mutated dystrophin” pages are dedicated to the
209 in-frame mutations of the human DMD gene
included in eDystrophin. It is possible to search for
mutations according to mutation type, phenotype or the
domain involved.

The “Search by mutation type” tool allows the user to
search for deletions, duplications or substitutions. If “Dele-
tions” or “Duplications” are selected, a diagram of the exons
of the DMD gene is displayed (as in Figure 3). This allows
the user to select an exon, for which a list of all deletions or
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Figure 3 Screenshot of “Search by mutation type/Deletions” tool. The user can select an exon and then a deletion involving this exon. On
the right side of the page, the user can select a mutation of interest from a list, to obtain data about this mutation. The user can also save this

duplications affecting this exon can then be obtained, or to
select a mutation of interest from the list at the bottom of
the page. If “Substitutions” is selected, a list of mutations is
provided. The “Search by phenotype” tool provides a list of
mutations “affecting at least one patient” or “affecting no
patient” with a specific phenotype. These phenotypes in-
clude pending or asymptomatic, BMD, IMD, DMD or
DCM. The “Search by involved domain” tool provides a
representation of the dystrophin protein, together with its
known partners. The names of the structural domains and
partners of dystrophin are active buttons. Clicking on these
buttons brings up a list of mutations affecting the chosen
domain or partner. All of these mutation lists are easy to
save down as a csv-formatted data file.

Regardless of the way in which the list of mutations
was obtained, clicking on the “see protein” button opens
a new page showing a summary table with a global view
of the effects of the mutations and four horizontal tabs
displaying details (Figure 4A). By clicking on the ‘Clinical
data’ tab, the user can obtain the number of patients
listed in the database carrying a given mutation, and in-
formation about the overall distribution of phenotypes,
the severity of the disease in BMD patients, the presence
or absence of cardiomyopathy and mental retardation

and the size and amount of dystrophin (when such data
are available) (Figure 4B).

Clicking on the “Protein structural domains” tab provides
a map of the protein domains modified by the mutation
and a table summarizing the consequences of the deletion
for the four shorter dystrophin isoforms (Figure 4C). Simi-
larly, clicking on the “Protein binding domains” tab brings
up a map of modifications to the binding domains of the
mutated protein (Figure 4D). Finally, clicking on the “3D-
structure model of the mutation site” tab provides the user
with a model of the three-dimensional structure of the
regions on either side of the mutation in cases in which
exons encoding part of the central rod domain are deleted
(Figure 4E). The user can freely download a PDF summary
file including the clinical data described above, information
about structural and binding domains and the three-
dimensional structure model. A final comment about the
impact of the mutation on the filamentous structure of the
protein is also provided.

Overview of the content of the database

Statistics

The 209 mutations recorded in the eDystrophin data-
base include 128 large deletions of one or several exons
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(See figure on previous page.)

down in the form of PDF files.

Figure 4 Screenshot of data available for the deletion of exons 45 to 49. (A) A general view of the webpage after loading. Description of
the mutation at the nucleotide and protein levels, cONA and protein size, the molecular weight of the mutated protein, a link to cDNA and
protein sequences and a list of references reporting patients carrying the mutation are available in table form. Detailed information about clinical
data, structural and binding domains and models of three-dimensional structure can be obtained by clicking on the boxes below. (B) The “Clinical
data" tab on the first line provides access to a table showing the distribution of phenotypes. In the second line, pie-charts showing the amount
and size of dystrophin, as determined by western blotting, the presence of cardiomyopathy and mental retardation are given. (C) The “Structural
domains” tab provides a schematic representation of the mutated dystrophin. The sequences of each protein domain are available. (D) The
"Binding domains” tab indicates, in red, the changes to the binding domains caused by the mutations listed in the table. (E) The “3D-structure
model of the mutation site” tab shows the model of the three-dimensional structure of the domains around the mutation junctions (here R16,
R17, R19 and H3). The secondary structure predicted by I-TASSER is displayed above the model. The PDB file and the Ramachandran plot are also
available. The modeling tab is available only for the deletion of exons encoding part of the central rod domain. All information can be saved

(61% of the mutations listed) and 50 large duplications
of one or several exons (24% of the mutations). There
are also 23 missense mutations (11%), and 8 small in-
frame deletions (4%) (Figure 5A).

Figure 5B shows the phenotype distribution for all the
patients. Of the 945 patients, 733 (78%) had the BMD
phenotype, 131 (14%) had the DMD phenotype (most of
these patients had mutations towards the 3’ end of the
DMD gene), and 20 patients (2%) had the IMD phenotype.
Thus, 16% of the patients registered in the eDystrophin
database are exceptions to the Monaco rule [26], as they
carry in-frame mutations associated with the severe
DMD/IMD phenotypes. Deletions of exons 60 to 79 are
generally observed only in DMD patients, but deletions of
exons 45-79 and of exon 60 have been reported in at least
one BMD patient (Additional file 3 Figure S1A, B). This is
consistent with previous reports showing that deletions
involving the Cys-rich domain are more deleterious than
mutations involving the central rod domain. Similarly, 18

A

" Exon deletions
Other deletions
" Exon duplications

¥ Substitutions

=EBMD
DMD
= Asymptomatic
=MD
*"DCM

20 Pending

33

Figure 5 Statistics for mutations recorded in the eDystrophin
database. (A) Mutation types: the number of cases is shown for
each of 209 different mutations. (B) Phenotype distribution: for each
phenotype, the number of patients concerned, from a total of 945
patients, is shown.

mutations starting at exon 3 have been found in at least
one DMD patient, whereas only nine such mutations have
been found in at least one BMD patient. As previously
reported, deletions affecting ABD1 were generally found
to be more deleterious than those affecting the central
domain [23,40]. Twenty-nine of the deletions involving
the central domain were found in at least one DMD
patient, whereas 60 were found in at least one BMD
patient. Thirty-one of the duplication mutations were
observed in at least one DMD patient (Additional file 3,
Figure S1C,D), and 24 were observed in at least one BMD
patient. These findings indicate that duplications are gen-
erally more deleterious than deletions.

Case studies

We illustrate the use of the eDystrophin database for
analysis of the consequences of a specific in-frame DMD
mutation, by studying two exon deletions: deletion of
exons 13-44 (c.1483-? 6438 + ?del; p.Val495_Lys2146del)
which is a proximal large deletion with a low frequency,
and deletion of exons 45-47 (c.6439-? 6912 + ?del;
p.Glu2147_Lys2304del), a very frequent, distal, relatively
short deletion. The easiest way to proceed is to select
one of the mutated exons from the “Mutated dys-
trophin” page and then to click on the “Search by muta-
tion type”/“deletions” tabs. The desired mutation is
chosen and the “see protein” tab is clicked to view the
results page.

As shown in the summary at the top of the new page,
the deletion of exons 13—44 has been observed in only
one BMD patient (“Clinical data” tab). This deletion
leads to the production of a 2033-residue dystrophin
protein with a molecular weight of 234kDa, which is
smaller than its wild-type counterpart (3685 residues
and a molecular weight of 427kDa) and was originally
reported in [22]. All the data on the page can be down-
loaded as a pdf file, by clicking on “Get pdf file”. The
“Protein structural domains” tab shows that the region
from the C-terminal part of repeat 2 to the N-terminal
part of repeat 17 (including hinge 2), is missing from the
mutated protein (Figure 2B). Furthermore, this deletion
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affects the promoter of the Dp260 and Dp140 isoforms
but has no effect on Dpl16 and Dp71. The “Protein
binding domains” tab shows that the deletion encom-
passes the entire PAR-1b and synemin-binding domains
and partly modifies the LBD1, LBD2, ABD2, and nNOS
binding domains. Clicking on the “3D-structure model
of the mutation site” tab brings up the I-TASSER-built
three-dimension structural model, showing that a long
helix is reconstituted at the mutation site junction between
the N-terminal part of repeat 2 and the C-terminal part of
repeat 17 (Figure 2B). Thus, the reconstitution of a triple
coiled-coil, as in the wild-type three-repeat model, may
occur. This I-TASSER model has a C-score of 0.66, indica-
ting a correct fold, as confirmed by Verify3D, ProSA-web
and Procheck, all of which indicated a high overall quality
for the model. The Ramachandran plot showed that 91.7%
of the residues were in the most favored regions, with 1.7%
of residues in disallowed regions. These disallowed residues
are located in loops, which are often poorly defined. These
values are compatible with a crystal structure. As shown in
the box, we can therefore conclude that a correct filament-
ous three-dimensional structure, in the form of a hybrid re-
peat generated by the concatenation of two truncated
repeats, is reconstituted at the new junction. Such a hybrid
repeat was hypothesized for the deletion of exon 41-42 in
an in vitro experiment. The author of the study concerned
concluded that this hybrid repeat is viable and has some of
the properties of the native repeat [62].

The second case study is that of the deletion of exons
45-47. Unlike the first example, this deletion is very fre-
quent, having been observed in 223 patients (23.6% of
the eDystrophin cohort). The resulting protein is 3527
residues long, with a calculated molecular weight of
409kDa. The “Clinical data” tab shows that the observed
phenotypes correspond to BMD in 96% of patients, asso-
ciated cardiomyopathy in 19% of patients, and features
suggesting mental retardation in 2% of patients. Dys-
trophin protein levels were reported to be lower than
normal in 30% of the patients and normal or high in 1%
of patients, with no data available for the remaining
patients. The protein was small in 30% of patients and
of normal size in 3% of patients, with no data available
for the remaining patients. Thus, data concerning the
amount and size of the dystrophin protein are missing
for 67% of the patients. The “Protein structural domains”
tab shows that the deletion eliminates the C-terminal
end of repeat 17 and the N-terminal end of repeat 18
(Figure 2C). Dp260 is deleted, along with Dp427m and
the Dp140 promoter is affected by the deletion, but the
wild-type Dpl116 and Dp71 isoforms are unaffected. The
“Protein binding domains” tab shows that the ABD2,
LBD2, and nNOS binding domains are partially modified
by this deletion. As can be seen by clicking on the “3D-
structure model of the mutation site” tab, the junction
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region on either side of the mutation is correctly folded,
consistent with the findings of Verify 3D and ProSA-
web analysis. The Ramachandran plot shows that 90.2%
of the residues are in the most favored regions, and 1.6%
residues are in disallowed regions, specifically in loops
between helices. However, the model also includes small
helices that do not reconstitute a triple coiled-coil
(Figure 2C). This implies that no hybrid repeat reconsti-
tution occurs at the junction, with a fractional repeat
formed instead and resulting in an incorrect filamentous
3D structure. The term “fractional repeat” has previously
been used to describe the joining of two truncated
repeats without the reconstitution of a triple coiled-coil
similar to that observed in native repeats [62,63]. This
conclusion is again displayed in the box.

Exon phasing versus repeat phasing

The triple coiled-coil structure of the wild-type dys-
trophin repeats requires the amino-acid sequences to
have a seven-residue pattern (the heptad), with apolar
residues located alternately three and four residues
apart. The a-helices assemble such that they are tilted
and coiled around one another, each in an opposite dir-
ection to the other helices. This generates the multi-
stranded structure of the coiled-coil [64,65]. Such struc-
tures may be formed from two or three helices. Like all
spectrin-like repeats, dystrophin repeats consist of three
helices. As shown above, exon deletions may or may not
allow the reconstitution of a triple coiled-coil at the
junction between the sequences on either side of the
deletion.

Comparison of the heptad pattern of the repeat align-
ment obtained by Winder [7] with the exon boundaries
showed that all the B helices were encoded by two succes-
sive in-frame coding exons (Additional file 3, Figure S1). A
simplified diagram of this global organization of exons and
repeats in the central rod domain of dystrophin is shown
in Figure 6A. Each line represents a repeat or a hinge. The
exons encoding the repeats are represented by rectangles,
with alternating colors for clarity: even-numbered exons
are shown in orange and odd-numbered exons are shown
in light yellow. In all the repeats other than repeat 14, the
B helices appear to be encoded by two successive in-frame
exons with the boundaries precisely aligned with the third
heptad of the B helices (Additional file 4, Figure S2).

Thus, an in-frame deletion of two successive exons, the
first of which encodes the C-terminal part of a B helix,
would be expected to result in deletion of the end of this
B helix and of the C helix of the first repeat, together with
the beginning of the B helix of the following repeat. This
deletion results in a concatenation of the first part of the
B helix of the first repeat with the second part of the B
helix of the second repeat. Consequently, the heptad pat-
tern remains similar to that in wild-type dystrophin, and
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Figure 6 Fusion of the exon borders and repeat alignment. (A) The 24 repeats are represented by the exons encoding them (not by their
helices) as rectangles with the following color code: orange for even-numbered exons and light yellow for odd-numbered exons. The
frameshifting exon borders are shown as blue triangles. The approximate position of the helices is indicated above the figure. (B) Focus on the
deletion site for the deletion of exons 13 to 44, showing the reconstitution of a hybrid repeat by the joining of exons 12 and 45 (in green),
maintaining the phasing of exon coding for a reconstituted B helix. (C) Focus on the deletion site for the deletion of exons 45 to 47, showing
how the joining of exons 44 and 48 (in red) does not respect the phasing of the repeats and the presence of an extra sequence inconsistent
with a repeat. (D) Focus on the deletion site for the deletion of exons 45 to 48, showing how the hybrid repeat can be reconstituted by the
joining of exons 44 and 49 (in green), maintaining the phasing of the exons encoding a reconstituted B helix.

the domain can fold like a native repeat, thereby constitut-
ing a hybrid repeat. This observation confirms the previ-
ous report of an observation of a hybrid repeat [62]. A
similar phenomenon may occur for many deletions in-
volving two such exons or multiples of two exons. In
situations in which the formation of a hybrid repeat is not
possible, fractional repeats, in which the heptad pattern of
alignment is not respected at the new junction between
the sequences on either side of the deletion, may form, as
previously suggested [63].

Discussion

The eDystrophin database is a new biomedical resource
for clinicians and researchers working on human dys-
trophin diseases. This dedicated database for the dys-
trophin protein specifically aims to provide information
about in-frame DMD mutations and their consequences
for the dystrophin protein. It provides a framework for
the analysis of such mutations, by presenting a large
body of information for both wild-type and mutated dys-
trophin proteins, including findings relating to the struc-
ture of these proteins and their interactions with known
partners. Although eDystrophin is a locus-specific data-
base, it was not constructed with an existing database

system, such as LOVD [66,67] or UMD [68,69]. Indeed,
such systems are more useful for DNA variant databases
and are not suitable for the construction of a protein-
based database like eDystrophin.

In human dystrophin diseases, the ratio of the fre-
quency of DMD to that of BMD is approximately
2/3 — 1/3 [40,70]. Most cases of DMD are caused by
frame-shift mutations, whereas BMD is generally caused
by in-frame mutations, although exceptions have been
reported [26]. Documented cases of in-frame mutations
are largely underrepresented in existing databases, and the
primary aim of the eDystrophin database project was to
redress the balance, by developing a dedicated information
source for in-frame mutations. Unlike frame-shift muta-
tions, in-frame mutations lead to the production of pro-
teins with various degrees of functionality. The secondary
goal of eDystrophin was therefore to determine and show
the predicted consequences of these mutations for the
composition and structure of the encoded proteins and
their clinical consequences. In this first version of eDy-
strophin, patients and in-frame mutations were obtained
from one of the major French contributors to the UMD-
DMD database and from published studies. Evidently, the
database could be expanded in the near future by
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including mutations and patients from around the world,
which would probably yield more accurate phenotype-
genotype correlations.

However, dystrophin is a large protein, and it is a chal-
lenge to investigate the consequences of mutations of its
gene. The dystrophin protein has two principal roles: as
a scaffolding protein for several interacting partners and
as a filamentous protein with a mechanical and struc-
tural function, providing resistance to the stress of
muscle contraction [8,13]. Any mutation altering the
structure of dystrophin may therefore affect both these
functions (and potentially other minor functions of the
protein as well) simultaneously. Our database provides
an overview of the effects of mutations on protein func-
tion. In particular, it provides the user with information
about changes to interactions and about the mainte-
nance or disruption of the filamentous structure of the
mutated dystrophin protein.

Several binding partners of dystrophin have been iden-
tified, and the eDystrophin database infers changes to
their binding to a mutated dystrophin variant by consid-
ering whether the interacting domains remain intact and
unmodified. Based on these inferences and previous
observations, deletions affecting the Cys-rich or ABD1
domains appear to be much more deleterious than those
affecting the central domain [23,40]. However, we
detected several mutations affecting the central rod do-
main and causing a DMD phenotype in a substantial
number of patients. In these patients, mRNA levels may
have been low and/or unstable, accounting for the pres-
ence of little or no protein. Careful re-examination of
the boundaries of the mutation is also necessary for
these patients. Indeed, Taylor et al. (2007, PhD thesis)
re-examined a large cohort of DMD patients with in-
frame deletions affecting the central rod domain and
found that most were frame-shift mutations, consistent
with the Monaco reading frame rule. Furthermore, we
cannot entirely exclude the possibility of two mutations
occurring in the same gene. For the other DMD patients
carrying in-frame mutations, uncertainties remain
concerning the levels or stability of the corresponding
mRNA.

We obtained models of the three-dimensional struc-
ture of the new junctions created between the sequences
on either side of the deletions in the central rod domain,
as previously described [53]. The database provides a
computational model for each in-frame deletion col-
lected. An analysis of the structural features of these
new junctions showed that two outcomes were possible:
the reconstitution of a hybrid repeat and the formation
of a fractional repeat in situations in which it was not
possible to form a hybrid repeat. The likelihood of
hybrid repeat formation depends on the phasing of the
exon boundaries with the center of the B helix of the
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repeats. The reconstitution of a hybrid repeat can be
assumed to occur because the major factor controlling
this folding pattern is the presence of a heptad pattern.
As this pattern is respected in cases in which the dele-
tion creates a new junction between the first half of one
B helix and the second half of the next, from two trun-
cated repeats, coiled-coil folding similar to that in native
repeats would be expected [64,65]. By contrast, in frac-
tional repeats, the a-helices can fold correctly, but the
heptad pattern is not respected and a three-dimensional
coiled-coil structure therefore cannot be obtained. This
may result in a less stable deletion site than for native
and hybrid repeats. The hypothesis that repeats phasing
in truncated dystrophins is essential to ensure a high
level of protein function has already been tested. Trans-
genic mdx mice were produced with several types of
truncated dystrophin, some with correct and others with
incorrect phasing of the repeats. However, in this previ-
ous study, native repeats were either entirely conserved
or entirely lost [71]. These findings led to the “mini-
dystrophin” concept for DeltaH2-R19, in which the rod
domain was decreased in size by a deletion encompass-
ing the amino acids from hinge 2 to repeat 19. By con-
trast the “micro-dystrophin” DeltaR4-R23 had a deletion
extending from repeat 4 to repeat 23. Constructs encod-
ing these proteins proved to be among the best thera-
peutic constructs for mdx mouse rescue. In BMD
patients, phasing is not as described in these previous
experiments and only hybrid repeats may be reconsti-
tuted. However, the demonstration of beneficial effects
of phasing in the mdx mouse suggests that the presence
of hybrid repeats may be associated with a milder
phenotype than the presence of fractional repeats
[62,63]. Such a correlation between the structural fea-
tures of mutated dystrophin and clinical severity in a
cohort of BMD patients has been reported for cardio-
myopathy [24]. The authors constructed models of the
mutated dystrophin for deletions involving exons 45 to
49 and investigated the phasing of spectrin repeats. They
concluded that the absence of hinge 3 delayed the onset
of dilated cardiomyopathy.

However, it should be stressed that the presence of a hy-
brid repeat does not itself imply a better conservation of
dystrophin function than the presence of a fractional repeat.
Indeed, mRNA instability or changes to protein-protein
interactions may also affect the function of the mutated
dystrophin, and it is not currently possible to predict these
effects. Investigations of the correlation between the pres-
ence of a hybrid repeat and the severity of clinical symp-
toms are now required. However, the eDystrophin database
can be used as a predictive tool for exon skipping—based
therapy. The choice of the exon to be deleted to restore the
reading frame could be based on careful consideration of
the likelihood of reconstituting a hybrid repeat.
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Conclusions

The eDystrophin database is a new tool providing an
overview of the proteins generated by DMD genes carry-
ing in-frame mutations. It provides information about
the consequences of these mutations for protein produc-
tion and folding and for phenotype-genotype correla-
tions. This database, through these features, is thus a
valuable tool for predicting the efficacy of exon-skipping
therapy for DMD patients.

Supporting data
The supporting datasets are provided within the article

and the additional files.

Additional files

Additional file 1: Table S1. provides the references from which
information about the structural and binding domains of dystrophin
described in eDystrophin was obtained [7,51,52,72-90].

Additional file 2: Table S2. provides the origin of the mutations
described in the eDystrophin database [18,20,22,24,91-102].

Additional file 3: Figure S1. Statistics for mutations included in
eDystrophin. Exon deletions (A, B) and duplications (C, D) associated with
at least one DMD (A, C) or one BMD (B, D) patient. Each line represents a
type of exon deletion (A and B) or duplication (C and D).

Additional file 4: Figure S2. Sequence alignment of the 24 spectrin-like
repeats of dystrophin. Repeats were aligned by ClustalW, using default
parameters, as described by Winder et al. [7]. The alignment was
visualized in Jalview. In the first line, heptad motifs are indicated,
showing the hydrophobic residues in the (a) and (d) positions. The
repeat numbers and the number of residues per repeat are indicated at
the start of the repeat sequence. The presence of absence of hinges 2
and 3 is indicated in separate lines. There are two extra sequences at the
ends of repeats 15 and 18 not aligned with the heptad pattern. The
presence of these sequences is indicated at the end of the
corresponding lines. At the end of each line, the numbers of the exons
encoding the repeat are indicated in parentheses. The repeat sequences
are highlighted alternately in orange (even-numbered exons) and light
yellow (odd-numbered exons). The rectangle indicates the middle of the
B helices of the repeats. If the successive exons are not in frame, the
residues are shown in red. The alignment reported by Koenig et al. [76] is
also mentioned: the residues at the start of the repeats are underlined
when they differ from Winder's alignment.

Competing interests
The authors declare that they have no competing interests.

Authors’ contributions

ELR, FBH, RBY and JC initiated and supervised the project. AN, CLM and FBH
created the database. AN, RBY, FL and ELR monitored data collection. AN
and ELR created and analyzed the structural models. ALL authors
participated in the writing of the manuscript and approved its submission.

Author’s information
Frédérique Barloy-Hubler: IFR GFAS - http://ifr140.univ-rennes1 fr/plates-
formes/Amadeus/.

Acknowledgments

We thank the “Association Francaise contre les Myopathies” and “IFR 140" for
providing funding for this work. We also thank the referring physicians both
within and outside the French CORNEMUS network (Coordination des centres
de Référence Neuromusculaires), for their valuable collaboration and for
providing the clinical information used. We thank Michael Buckley for
interesting discussions and for providing us Peter Taylor's thesis. We also

Page 13 of 15

thank the Prosite team for modifying the MyDomains tool for use in our
database, and Biogenouest, which hosts the database. AN was supported by
the CNRS.

Author details

"Université de Rennes 1 Rennes France. 2UMR CNRS 6026, Equipe RMN-ILP,
Faculté de Médecine, CS 34317 Rennes Cedex 35043, France. *Université
Européenne de Bretagn 5, Boulevard Laénnec, Rennes 35000, France. “UMR
CNRS 6026, Equipe SP@RTE Campus Beaulieu, Rennes cedex 35042, France.
°Département de recherche clinique, Institut de Myologie, GH Pitié-
Salpétriere Paris, France. ®Laboratoire de Biochimie et Génétique
Moléculaire-Hépital Cochin, Paris France. Institut Cochin, CNRS UMR 8104,
Inserm U 1016, Université Paris Descartes Paris, France. ®Faculté de Médecine
Paris Descartes, CHU Cochin Paris France. °IFR 140 Biosit, Plate-forme
Amadeus, Université de Rennes1 Rennes France. '°UMR CNRS 6290, Institut
de Génétique et Développement, CS 34317 Rennes cedex 35043, France.

Received: 11 April 2012 Accepted: 18 June 2012
Published: 9 July 2012

References

1. Mendelian Inheritance in Man. [http://www.ncbi.nlm.gov/omim]

2. Hoffman EP, Brown RH, Kunkel LM: Dystrophin: the protein product of the
Duchenne muscular dystrophy locus. Cell 1987, 51:919-928.

3. Koenig M, Hoffman EP, Bertelson CJ, Monaco AP, Feener C, Kunkel LM:
Complete cloning of the Duchenne muscular dystrophy (DMD) cDNA
and preliminary genomic organization of the DMD gene in normal and
affected individuals. Cell 1987, 50:509-517.

4. Roberts RG, Bobrow M: Dystrophins in vertebrates and invertebrates. Hum
Mol Genet 1998, 7:589-595.

5. Segalat L: Dystrophin and functionally related proteins in the nematode
Caenorhabditis elegans. Neuromuscul Disord 2002, 12(Suppl 1):5105-5109.

6. Koenig M, Monaco AP, Kunkel LM: The complete sequence of dystrophin
predicts a rod-shaped cytoskeletal protein. Cell 1988, 53:219-226.

7. Winder SJ, Gibson TJ, Kendrick-Jones J: Dystrophin and utrophin: the
missing links! FeBS lett 1995, 369:27-33.

8. Le Rumeur E, Winder SJ, Hubert JF: Dystrophin: More than just the sum of
its parts. Biochim Biophys Acta 2010, 1804:1713-1722.

9. Blake DJ, Weir A, Newey SE, Davies KE: Function and genetics of
dystrophin and dystrophin-related proteins in muscle. Physiol Rev 2002,
82:291-329.

10.  Campbell K, Kahl S: Association of dystrophin and an integral membrane
glycoprotein. Nature 1989, 338:259-262.

11. Chamberlain JS, Corrado K, Rafael JA, Cox GA, Hausser M, Lumeng C:
Interactions between dystrophin and the sarcolemma membrane. Soc
Gen Physiol Ser 1997, 52:19-29.

12. Petrof BJ, Shrager JB, Stedmann HH, Kelly AM, Sweeney HL: Dystrophin
protects the sarcolemma from stresses developed during muscle
contraction. Proc Natl Acad Sci, USA 1993, 90:3710-3714.

13. Deconinck N, Dan B: Pathophysiology of duchenne muscular dystrophy:
current hypotheses. Pediatr Neurol 2007, 36:1-7.

14.  Batchelor CL, Winder SJ: Sparks, signals and shock absorbers: how
dystrophin loss causes muscular dystrophy. Trends Cell Biol 2006, 16:198-205.

15. Desguerre |, Christov C, Mayer M, Zeller R, Becane HM, Bastuji-Garin S,
Leturcq F, Chiron C, Chelly J, Gherardi RK: Clinical heterogeneity of
duchenne muscular dystrophy (DMD): definition of sub-phenotypes and
predictive criteria by long-term follow-up. PLoS One 2009, 4:e4347.

16.  Koenig M, Beggs A, Moyer M, Scherpf S, Heindrich K, Bettecken T, Meng G,
Muller C, Lindlof M, Kaariainen H: The molecular basis for Duchenne
versus Becker muscular dystrophy: correlation of severity with type of
deletion. Am J Hum Genet 1989, 45:498-506.

17. Magri F, Govoni A, D'Angelo MG, Del Bo R, Ghezzi S, Sandra G, Turconi AC,
Sciacco M, Ciscato P, Bordoni A, et al: Genotype and phenotype
characterization in a large dystrophinopathic cohort with extended
follow-up. J Neurol 2011, 258:1610-1623.

18. Beggs A, Hoffman E, Snyder J, Arahata K, Specht L, Shapiro F, Angelini C,
Sugita H, Kunkel L: Exploring the molecular basis for variability among
patients with Becker muscular dystrophy: dystrophin gene and protein
studies. Am J Hum Genet 1991, 49:54-67.

19.  Bushby KM, Gardner-Medwin D, Nicholson LV, Johnson MA, Haggerty D,
Cleghorn NJ, Harris JB, Bhattacharya SS: The clinical, genetic and



Nicolas et al. Orphanet Journal of Rare Diseases 2012, 7:45
http://www.ojrd.com/content/7/1/45

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

dystrophin characteristics of Becker muscular dystrophy. II. Correlation of
phenotype with genetic and protein abnormalities. J Neurol 1993,
240:105-112.

Comi GP, Prelle A, Bresolin N, Moggio M, Bardoni A, Gallanti A, Vita G,
Toscano A, Ferro MT, Bordoni A, et al: Clinical variability in Becker
muscular dystrophy. Genetic, biochemical and immunohistochemical
correlates. Brain 1994, 117(Pt 1):1-14.

Nigro V, Nigro G, Esposito MG, Comi LI, Molinari AM, Puca GA, Politano L:
Novel small mutations along the DMD/BMD gene associated with
different phenotypes. Hum Mol Genet 1994, 3:1907-1908.

Morandi L, Mora M, Confalonieri V, Barresi R, Di Blasi C, Brugnoni R,
Bernasconi P, Mantegazza R, Dworzak F, Antozzi C, et al: Dystrophin
characterization in BMD patients: correlation of abnormal protein with
clinical phenotype. J Neurol Sci 1995, 132:146-155.

Beroud C, Tuffery-Giraud S, Matsuo M, Hamroun D, Humbertclaude V,
Monnier N, Moizard MP, Voelckel MA, Calemard LM, Boisseau P, et al:
Multiexon skipping leading to an artificial DMD protein lacking amino
acids from exons 45 through 55 could rescue up to 63 % of patients
with Duchenne muscular dystrophy. Hum Mutat 2007, 28:196-202.

Kaspar RW, Allen HD, Ray WC, Alvarez CE, Kissel JT, Pestronk A, Weiss RB,
Flanigan KM, Mendell JR, Montanaro F: Analysis of dystrophin deletion
mutations predicts age of cardiomyopathy onset in becker muscular
dystrophy. Circ Cardiovasc Genet 2009, 2:544-551.

Cunniff C, Andrews J, Meaney FJ, Mathews KD, Matthews D, Ciafaloni E,
Miller TM, Bodensteiner JB, Miller LA, James KA, et al: Mutation analysis in a
population-based cohort of boys with Duchenne or Becker muscular
dystrophy. J Child Neurol 2009, 24:425-430.

Monaco A, Bertelson C, Liechti-Gallati S, Moser H, Kunkel L: An explanation
for the phenotypic differences between patients bearing partial
deletions of the DMD locus. Genomics 1988, 2:90-95.

Aartsma-Rus A, Van Deutekom JC, Fokkema IF, Van Ommen GJ, Den
Dunnen JT: Entries in the Leiden Duchenne muscular dystrophy
mutation database: an overview of mutation types and paradoxical
cases that confirm the reading-frame rule. Muscle Nerve 2006, 34:135-144.
Winnard AV, Klein CJ, Coovert DD, Prior T, Papp A, Snyder P, Bulman DE, Ray
PN, McAndrew P, King W, et al: Characterization of translational frame
exception patients in Duchenne/Becker muscular dystrophy. Hum Mol
Genet 1993, 2:737-744.

Hattori N, Kaido M, Nishigaki T, Inui K, Fujimura H, Nishimura T, Naka T,
Hazama T: Undetectable dystrophin can still result in a relatively benign
phenotype of dystrophinopathy. Neuromuscul Disord 1999, 9:220-226.
Tuffery-Giraud S, Saquet C, Thorel D, Disset A, Rivier F, Malcolm S, Claustres
M: Mutation spectrum leading to an attenuated phenotype in
dystrophinopathies. Eur J Hum Genet 2005, 13:1254-1260.

Gualandi F, Neri M, Bovolenta M, Martoni E, Rimessi P, Fini S, Spitali P, Fabris
M, Pane M, Angelini C, et al: Transcriptional behavior of DMD gene
duplications in DMD/BMD males. Hum Mutat 2009, 30:E310-E319.
Anthony K, Cirak S, Torelli S, Tasca G, Feng L, Arechavala-Gomeza V,
Armaroli A, Guglieri M, Straathof CS, Verschuuren JJ, et al: Dystrophin
quantification and clinical correlations in Becker muscular dystrophy:
implications for clinical trials. Brain 2011, 134:3544-3556.

van Deutekom JC, Janson AA, Ginjaar IB, Frankhuizen WS, Aartsma-Rus A,
Bremmer-Bout M, den Dunnen JT, Koop K, van der Kooi AJ, Goemans NM,
et al: Local dystrophin restoration with antisense oligonucleotide
PROO051. N Engl J Med 2007, 357:2677-2686.

Kinali M, Arechavala-Gomeza V, Feng L, Cirak S, Hunt D, Adkin C, Guglieri M,
Ashton E, Abbs S, Nihoyannopoulos P, et al: Local restoration of
dystrophin expression with the morpholino oligomer AVI-4658 in
Duchenne muscular dystrophy: a single-blind, placebo-controlled, dose-
escalation, proof-of-concept study. Lancet Neurol 2009, 8:918-928.

Cirak S, Arechavala-Gomeza V, Guglieri M, Feng L, Torelli S, Anthony K, Abbs
S, Garralda ME, Bourke J, Wells DJ, et al: Exon skipping and dystrophin
restoration in patients with Duchenne muscular dystrophy after systemic
phosphorodiamidate morpholino oligomer treatment: an open-label,
phase 2, dose-escalation study. Lancet 2011, 378:595-605.

Goemans NM, Tulinius M, van den Akker JT, Burm BE, Ekhart PF,
Heuvelmans N, Holling T, Janson AA, Platenburg GJ, Sipkens JA, et al:
Systemic administration of PRO051 in Duchenne’s muscular dystrophy. N
Engl J Med 2011, 364:1513-1522.

Leiden Muscular Dystrophy pages. [http://www.dmd.nl/nmdb/home.php?
select_db=DMD]

39.
40.

42.
43.
44.
45.
46.

47.

48.

49.

50.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.
67.

Page 14 of 15

White SJ, den Dunnen JT: Copy number variation in the genome; the
human DMD gene as an example. Cytogenet Genome Res 2006,
115:240-246.

UMD-DMD France. [http://www.umd.be/DMD/W_DMD/index.html]
Tuffery-Giraud S, Beroud C, Leturcq F, Yaou RB, Hamroun D, Michel-Calemard L,
Moizard MP, Bernard R, Cossee M, Boisseau P, et al: Genotype-phenotype
analysis in 2,405 patients with a dystrophinopathy using the UMD-DMD
database: a model of nationwide knowledgebase. Hum Mutat 2009,
30:934-945.

Campbell KP: Three muscular dystrophies: loss of cytoskeleton-extracellular
matrix linkage. Cell 1995, 80:675-679.

MAMP. [http://www.mamp.info/en/index.html]

BioGenouest Platform. [http://www.genouest.org]

MyDomains. [http://prosite.expasy.org/mydomains/]

Jmol. [http//www.jmol.org]

Chelly J, Hamard G, Koulakoff A, Kaplan JC, Kahn A, Berwald-Netter Y:
Dystrophin gene transcribed from different promoters in neuronal and
glial cells. Nature 1990, 344:64-65.

D'Souza VN, Nguyen TM, Morris GE, Karges W, Pillers DA, Ray PN: A novel
dystrophin isoform is required for normal retinal electrophysiology. Hum
Mol Genet 1995, 4:837-842.

Lidov HG, Selig S, Kunkel LM: Dp140: a novel 140 kDa CNS transcript from
the dystrophin locus. Hum Mol Genet, 4:329-335.

Byers TJ, Lidov HG, Kunkel LM: An alternative dystrophin transcript
specific to peripheral nerve. Nat Genet, 4:77-81.

Hugnot JP, Gilgenkrantz H, Vincent N, Chafey P, Morris GE, Monaco AP,
Berwald-Netter Y, Koulakoff A, Kaplan JC, Kahn A, et al- Distal transcript of
the dystrophin gene initiated from an alternative first exon and
encoding a 75-kDa protein widely distributed in nonmuscle tissues. Proc
Natl Acad Sci U S A, 89:7506-7510.

Norwood F, Sutherland-Smith A, Keep N, Kendrick-Jones J: The structure of
the N-terminal actin-binding domain of human dystrophin and how
mutations in this domain may cause Duchenne or Becker muscular
dystrophy. Structure 2000, 8:481-491.

Huang X, Poy F, Zhang R, Joachimiak A, Sudol M, Eck MJ: Structure of a
WW domain containing fragment of dystrophin in complex with
beta-dystroglycan. Nat Struct Biol 2000, 7:634-638.

Legrand B, Giudice E, Nicolas A, Delalande O, LeRumeur E: Computational
study of the human dystrophin repeats: interaction properties and
molecular dynamics. PLoS One 2011, 6:223819.

Human Genome Variation Society. [http://www.hgvs.org/].

Roy A, Kucukural A, Zhang Y: I-TASSER: a unified platform for
automated protein structure and function prediction. Nat Protoc 2010,
5:725-738.

Zhang Y: I-TASSER server for protein 3D structure prediction. BMC
Bioinforma 2008, 9:40.

Delano WL: (Ed): The PyMOL user's manual. San Carlos, CA: Delano Scientific;
2002.

Sippl MJ: Recognition of errors in three-dimensional structures of
proteins. Proteins 1993, 17:355-362.

Wiederstein M, Sippl MJ: ProSA-web: interactive web service for the
recognition of errors in three-dimensional structures of proteins. Nucleic
Acids Res 2007, 35:W407-W410.

Bowie JU, Luthy R, Eisenberg D: A method to identify protein sequences
that fold into a known three-dimensional structure. Science 1991,
253:164-170.

Luthy R, Bowie JU, Eisenberg D: Assessment of protein models with
three-dimensional profiles. Nature 1992, 356:83-85.

Menhart N: Hybrid spectrin type repeats produced by exon-skipping in
dystrophin. Biochim Biophys Acta 2006, 1764:993-999.

Yokota T, Duddy W, Patridge T: Optimizing exon skipping therapies for
DMD. Acta Myologica 2007, 26:179-184.

Lupas A: Coiled coils: new structures and new functions. Trends Biochem
Sci 1996, 21:375-382.

Parry DAD, Fraser RDB, John M, Squire JM: Fifty years of coiled-coils and
alpha-helical bundles: a close relationship between sequence and
structure. J Struct Biol 2008, 163:258-269.

Leiden Open Variation Database. [http://www.lovd.nl/2.0/]

Fokkema IF, den Dunnen JT, Taschner PE: LOVD: easy creation of a
locus-specific sequence variation database using an “LSDB-in-a-box”
approach. Hum Mutat 2005, 26:63-68.



Nicolas et al. Orphanet Journal of Rare Diseases 2012, 7:45
http://www.ojrd.com/content/7/1/45

68.
69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

UMD. Thttp://www.umd.be/]

Beroud C, Hamroun D, Collod-Beroud G, Boileau C, Soussi T, Claustres M:
UMD (Universal Mutation Database): 2005 update. Hum Mutat 2005,
26:184-191.

Bushby KM, Thambyayah M, Gardner-Medwin D: Prevalence and incidence
of Becker muscular dystrophy. Lancet 1991, 337:1022-1024.

Harper SQ, Hauser MA, DelloRusso C, Duan D, Crawford RW, Phelps SF,
Harper HA, Robinson AS, Engelhardt JF, Brooks SV, Chamberlain JS: Modular
flexibility of dystrophin: implications for gene therapy of Duchenne
muscular dystrophy. Nature Med 2002, 8:253-261.

Banuelos S, Saraste M, Djinovic Carugo K: Structural comparisons of
calponin homology domains: implications for actin binding. Structure
1998, 6(11):1419-1431.

Marchler-Bauer A, Anderson JB, Chitsaz F, Derbyshire MK, DeWeese-Scott C,
Fong JH, Geer LY, Geer RC, Gonzales NR, Gwadz M, et al: CDD: specific
functional annotation with the Conserved Domain Database. Nucleic
Acids Res 2009, 37(Database issue):D205-D210.

Letunic I, Doerks T, Bork P: SMART 6: recent updates and new
developments. Nucleic Acids Res 2009, 37(Database issue):D229-D232.
Finn RD, Mistry J, Tate J, Coggill P, Heger A, Pollington JE, Gavin OL,
Gunasekaran P, Ceric G, Forslund K, et al: The Pfam protein families
database. Nucleic Acids Res 2010, 38(Database issue):D211-D222.

Koenig M, Kunkel LM: Detailed analysis of the repeat domain of
dystrophin reveals four potential hinge segments that may confer
flexibility. J Biol Chem 1990, 265(8):4560-4566.

Ishikawa-Sakurai M, Yoshida M, Imamura M, Davies KE, Ozawa E: ZZ domain
is essentially required for the physiological binding of dystrophin and
utrophin to beta-dystroglycan. Hum Mol Genet 2004, 13(7):693-702.

Hnia K, Zouiten D, Cantel S, Chazalette D, Hugon G, Fehrentz JA, Masmoudi
A, Diment A, Bramham J, Mornet D, Winder SJ: ZZ domain of dystrophin
and utrophin: topology and mapping of a beta-dystroglycan interaction
site. Biochem J 2007, 3(3):667-677. 3.

Koenig M, Monaco AP, Kunkel LM: The complete sequence of dystrophin
predicts a rod-shaped cytoskeletal protein. Cell 1988, 53(2):219-228.
Stone MR, O'Neill A, Catino D, Bloch RJ: Specific interaction of the
actinbinding domain of dystrophin with intermediate filaments
containing keratin 19. Mol biol cell 2005, 16(9):4280-4293.

Legardinier S, Raguenes-Nicol C, Tascon C, Rocher C, Hardy S, Hubert JF, Le
Rumeur E: Mapping of the lipid-binding and stability properties of the
central rod domain of human dystrophin. J Mol Biol 2009, 389(3):546-558.
Yamashita K, Suzuki A, Satoh Y, Ide M, Amano Y, Masuda-Hirata M, Hayashi
YK, Hamada K, Ogata K, Ohno S: The 8th and 9th tandem spectrin-like
repeats of utrophin cooperatively form a functional unit to interact with
polarityregulating kinase PAR-1b. Biochem Biophys Res Commun 2010,
391(1):812-817.

Amann KJ, Renley BA, Ervasti JM: A cluster of basic repeats in the
dystrophin rod domain binds F-actin through an electrostatic
interaction. J Biol Chem 1998, 273(43):28419-28423.

Bhosle RC, Michele DE, Campbell KP, Li Z, Robson RM: Interactions of
intermediate filament protein synemin with dystrophin and utrophin.
Biochem Biophys Res Commun 2006, 346(3):768-777.

Lai Y, Thomas GD, Yue Y, Yang HT, Li D, Long C, Judge L, Bostick B,
Chamberlain JS, Terjung RL, Duan D: Dystrophins carrying spectrin-like
repeats 16 and 17 anchor nNOS to the sarcolemma and enhance
exercise performance in a mouse model of muscular dystrophy.

J Clin Investig 2009, 119(3):624-635.

Rezniczek GA, Konieczny P, Nikolic B, Reipert S, Schneller D, Abrahamsberg
C, Davies KE, Winder SJ, Wiche G: Plectin 1f scaffolding at the sarcolemma
of dystrophic (mdx) muscle fibers through multiple interactions with
betadystroglycan. J Cell Biol 2007, 176(7):965-977.

Newey SE, Benson MA, Ponting CP, Davies KE, Blake DJ: Alternative splicing
of dystrobrevin regulates the stoichiometry of syntrophin binding to the
dystrophin protein complex. Curr Biol 2000, 10(20):1295-1298.
Sadoulet-Puccio HM, Rajala M, Kunkel LM: Dystrobrevin and dystrophin: an
interaction through coiled-coil motifs. Proc Nat/ Acad Sci U S A 1997,
94(23):12413-12418.

Reynolds JG, McCalmon SA, Donaghey JA, Naya FJ: Deregulated protein
kinase A signaling and myospryn expression in muscular dystrophy.

J Biol Chem 2008, 283(13):8070-8074.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Page 15 of 15

Ayalon G, Davis JQ, Scotland PB, Bennett V: An ankyrin-based mechanism
for functional organization of dystrophin and dystroglycan. Cell 2008,
135(7):1189-1200.

Flanigan KM, Dunn DM, von Niederhausern A, Soltanzadeh P, Gappmaier E,
Howard MT, Sampson JB, Mendell JR, Wall C, King WM, et al: Mutational
spectrum of DMD mutations in dystrophinopathy patients: application
of modern diagnostic techniques to a large cohort. Hum Mutat 2009,
30(12):1657-1666.

Taylor PJ, Maroulis S, Mullan GL, Pedersen RL, Baumli A, Elakis G, Piras S,
Walsh C, Prosper-Gutierrez B, De La Puente-Alonso F, et al: Measurement of
the clinical utility of a combined mutation detection protocol in carriers
of Duchenne and Becker muscular dystrophy. J Med Genet 2007,
44(6):368-372.

Dent KM, Dunn DM, von Niederhausern AC, Aoyagi AT, Kerr L, Bromberg
MB, Hart KJ, Tuohy T, White S, den Dunnen JT, et al: Improved molecular
diagnosis of dystrophinopathies in an unselected clinical cohort. Am J
Med Genet A 2005, 134(3):295-298.

Taylor PJ, Betts GA, Maroulis S, Gilissen C, Pedersen RL, Mowat DR, Johnston
HM, Buckley MF: Dystrophin gene mutation location and the risk of
cognitive impairment in Duchenne muscular dystrophy. PLoS One 2009,
5(1):8803.

Nevo Y, Muntoni F, Sewry C, Legum C, Kutai M, Harel S, Dubowitz V: Large
inframe deletions of the rod-shaped domain of the dystrophin gene
resulting in severe phenotype. Isr Med Assoc J 2003, 5(2):94-97.

Carsana A, Frisso G, Tremolaterra MR, Lanzillo R, Vitale DF, Santoro L,
Salvatore F: Analysis of dystrophin gene deletions indicates that the
hinge lIl region of the protein correlates with disease severity. Ann Hum
Genet 2005, 69(Pt 3):253-259.

Tsukamoto H, Inui K, Fukushima H, Nishigaki T, Taniike M, Tanaka J, Okada S:
Molecular study of Duchenne and Becker muscular dystrophies in
Japanese. J Inherit Metab Dis 1991, 14(5):819-824.

Janssen B, Hartmann C, Scholz V, Jauch A, Zschocke J: MLPA analysis for
the detection of deletions, duplications and complex rearrangements in
the dystrophin gene: potential and pitfalls. Neurogenetics 2005, 6(1):29-35.
Buzin CH, Feng J, Yan J, Scaringe W, Liu Q, den Dunnen J, Mendell JR,
Sommer SS: Mutation rates in the dystrophin gene: a hotspot of
mutation at a CpG dinucleotide. Hum Mutat 2005, 25(2):177-188.

Ramelli GP, Joncourt F, Luetschg J, Weis J, Tolnay M, Burgunder JM: Becker
muscular dystrophy with marked divergence between clinical and
molecular genetic findings: case series. Swiss Med Wkly 2006,
136(11-12):189-193.

Fajkusova L, Lukas Z, Tvrdikova M, Kuhrova V, Hajek J, Fajkus J: Novel
dystrophin mutations revealed by analysis of dystrophin mRNA:
alternative splicing suppresses the phenotypic effect of a nonsense
mutation. Neuromuscul Disord 2001, 11(2):133-138.

Prior TW, Bridgeman SJ: Experience and strategy for the molecular testing
of Duchenne muscular dystrophy. J Mol Diagn 2005, 7(3):317-326.

doi:10.1186/1750-1172-7-45

Cite this article as: Nicolas et al: Assessment of the structural and
functional impact of in-frame mutations of the DMD gene, using the
tools included in the eDystrophin online database. Orphanet Journal of
Rare Diseases 2012 7:45.

~
Submit your next manuscript to BioMed Central
and take full advantage of:
e Convenient online submission
¢ Thorough peer review
* No space constraints or color figure charges
¢ Immediate publication on acceptance
¢ Inclusion in PubMed, CAS, Scopus and Google Scholar
* Research which is freely available for redistribution
Submit your manuscript at ) -
www.biomedcentral.com/submit ( BiolVled Central
J







La dystrophine est une protéine impliquée dans les myopathies de Duchenne (DMD) et de
Becker (BMD). Malgré les nombreux travaux de recherche fondamentale et clinique effectués
sur ces pathologies, le role moléculaire précis de la dystrophine est largement méconnu. A ce
jour, la corrélation entre génotype et degré de gravité de ces pathologies est difficile a établir.
Cette connaissance s’avere cependant indispensable au développement de nouvelles thérapies.
L'objet de cette thése est 1’étude bioinformatique de la fonctionnalité des formes mutées de
dystrophine exprimées chez les patients BMD avec l'objectif d'une mise en corrélation avec
les phénotypes cliniques. Nous avons dans un premier temps créé¢ la base de
données eDystrophin qui apporte des informations sur I’ensemble des mutations BMD en
lien avec les phénotypes associés. Des modeles obtenus par homologie ont été construits et
une vue d’ensemble des conséquences de chaque mutation sur les propriétés d’interactions et
la structure 3D de la protéine est également proposée. La majorité des mutations BMD
répertoriées sont des délétions d’exons entiers, ayant pour conséquences des troncatures d’une
partie du domaine central de la dystrophine composé de 24 répétitions homologues a la
spectrine. Dans la deuxiéme partie de la thése, 1’utilisation combinée des informations
répertoriées dans eDystrophin, et des résultats de mod¢lisation et de dynamique moléculaire a
permis de mettre en évidence l’existence de deux catégories de protéines tronquées
potentiellement présentes chez les patients BMD : 1) des protéines portant a la jonction de la
délétion des répétitions dites « hybrides » qui conservent une structure en faisceau de trois
hélices proche des répétitions natives et 2) des protéines portant des répétitions dites
« fracturées », de nature hétérogeéne mais qui ne présentent jamais le motif canonique en triple
hélice. L’analyse des dynamiques moléculaires réalisées sur une série d’exemples indique que
les mutations qui générent des répétitions fracturées sont globalement plus déléteres que
celles qui générent des répétitions hybrides. Une premiere corrélation a pu étre établie avec
les phénotypes cliniques d’une cohorte de patients.

Mots-clés : dystrophine, myopathie de Becker, base de données, structure de protéine,
dynamique moléculaire, modélisation par homologie

Dystrophin is involved in Duchenne (DMD) and Becker (BMD) Muscular Dystrophies. A lot
of clinical and therapeutic researches are published on DMD but precise molecular role of
dystrophin is largely unknown, and consequently the correlation between genotype and
phenotype is difficult to establish. However, this relation is essential to offer new therapies to
patients. That is why we propose to study function of BMD patient mutated dystrophin to
correlate with clinical phenotypes. The database eDystrophin provides an overview of
phenotypes associate with these mutations and consequences of each mutation on function
and 3D-structures of mutated protein through homology models. The great majority of these
mutations are exon deletions located in the central rod domain composed by 24 spectrin-like
repeats. The use of eDystrophin, models and molecular dynamics highlights two types of
structures at the deletion junction: hybrid repeats that reconstitute a triple coiled-coil like
native repeats and fractional repeats that do not reconstitute this structure. Molecular
dynamics analysis reveals that fractional repeats may be more deleterious than hybrid repeats.
A first correlation between clinical phenotypes and the protein structure is established.

Keywords: dystrophin, Becker Muscular Dystrophy, database, protein structure, molecular
dynamics, homology modeling



