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La ou les dystrophine(s), trois
années aprés leur découverte

Le geéne de la dystrophine, situé sur le bras court du
chromosome X (en Xp21), code pour au moins trois
familles de protéines, familles elles-mémes microhétéro-
genes du fait de multiples phénomeénes d’épissages alter-
natifs du transcrit primaire comptant plus de 70 exons
et mesurant (d’un seul tenant ?) prés de 2,5 millions de
bases. Deux de ces familles d’ARN viennent de I'utili-
sation de deux promoteurs alternatifs, I’un actif dans les
neurones et 1’autre dans les cellules musculaires. Les
messagers correspondant de 14 kb, ont un premier exon
différent et codent pour des protéines de 400 kDa divi-
sés en domaines : de D'extrémité NH2 a D’extrémité
COOH terminale, on trouve une région pouvant fixer
P’actine, puis des motifs répétés de type spectrine, une
zone riche en cystéine évoquant des motifs peptidiques
fixant le calcium, et enfin un domaine pénétrant dans
la membrane plasmique et interagissant avec des glyco-
protéines. Un ARN de 6,5 kb, codant trés probablement
pour une protéine de 80 kDa comprenant les deux der-
niers domaines de la dystrophine, contient les exons 3’
du messager dystrophine et pourrait correspondre a I’uti-
lisation d’un troisiéme promoteur interne au gene,
d’activation ubiquitaire. Par ailleurs, d’autres protéines
immunologiquement reliées a la dystrophine mais non
codées par le gene de la myopathie de Duchenne exis-
tent. Le géene DRP (dystrophin related protein) de I’une
d’entre elle est situé sur le bras long du chromosome 6
(en 6q21). Le développement de multiples anticorps
monoclonaux permet une meilleure caractérisation des
protéines « dystrophines » en physiologie et pathologie.
Beaucoup d’efforts restent néanmoins nécessaires pour

assigner des fonctions définies a chacune de ces especes. mm—
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a « dystrophine », protéine
codée par le gene impliqué
dans la dystrophie muscu-
laire de Duchenne (DMD),
a été identifiée a la fin de
I'année 1987 [1, 2]. Cette découverte
était 1’aboutissement d’une longue
histoire commencée vers 1860 par les
observations cliniques de Duchenne,
individualisant cette forme la plus
grave et la plus fréquente des dystro-
phies musculaires progressives. La
mise en évidence de la dystrophine
constitue le premier succeés de la
génétique inverse, démarche qui con-
siste a localiser, isoler et identifier le
geéne morbide sans connaitre la pro-
téine. Les deux étapes décisives dans
cette approche ont été la localisation
régionale sur le chromosome X du
locus morbide par linkage a un poly-
morphisme de restriction humain et
I'isolement de fragments d’ADN
complémentaire codants dans le géne
DMD (3, 4] (pour un ensemble de
références et pour une description
détaillée de la découverte du gene,
voir [3-5]).
Les principales caractéristiques du
locus morbide de la myopathie de
Duchenne, déduits des études de
génétique inverse, ont été résumées
dans le Tableau I. Le séquencage des
ARN messagers des dystrophines des
muscles squelettiques d’homme et de
poulet [6, 7] a permis de déduire la
structure primaire des protéines cor-
respondant. Un « portrait robot » [5],
décrivant la dystrophine comme un
arrangement de quatre modules
structuraux différents, a alors été

tracé (figure 1) [6]. Certains de ces
modules présentant des analogies
structurales avec d’autres protéines
connues du cytosquelette comme
I’actinine ou la spectrine, des hypo-
theses sur leurs propriétés fonction-
nelles ont été formulées. La décou-
verte de la dystrophine, protéine défi-
ciente chez les malades atteints de
myopathie de Duchenne, est apparue
immédiatement comme un espoir
pour les malades atteints de myopa-
thie et leur famille. L’identification
de la protéine impliquée dans la
maladie devrait permettre a terme
une meilleure connaissance de ses
fonctions et de son rdle dans le méca-
nisme de la myopathie de Duchenne.
Cela devrait conduire a de nouveaux
outils diagnostiques et, peut-étre,
ouvrir la voie a des thérapeutiques
efficaces.

Cette revue présentera successive-
ment :

— des généralités sur la dystrophine,
sur les méthodes et outils employés.
— les progres théoriques et les résul-
tats expérimentaux concernant les
relations  structure/fonctions et la
localisation de la dystrophine.

— les informations sur les isoformes
liées au chromosome X et autosomi-
ques des dystrophines et leur proba-
ble spécificité tissulaire et/ou
fonctionnelle.

La conclusion traitera des conséquen-
ces des connaissances actuelles sur la
pratique diagnostique et des orienta-
tions possibles des recherches futures.
Les aspects tres importants concer-
nant la régulation des genes codant

Tableau |

PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DU LOCUS MORBIDE
DE LA MYOPATHIE DE DUCHENNE

localisation
taille
nbre exons

® gene

e ARNm spécificité tissulaire
taille
abondance

séquence codante

taille calculée
identification

® protéine

Xp21
2000kb
> 75

muscles et cerveau
14 kb

0,01 %

11 kb

427 000
dystrophine
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pour les dystrophines ou les modeles
animaux déficients en dystrophine ne
seront pas abordés ici.

Généralités sur la
dystrophine.
Méthodes et outils

La dystrophine est faiblement abon-
dante dans les tissus ou elle est expri-
mée (environ 0,1 mg dans 10 g de
muscle squelettique) [1]. L’emploi
d’anticorps est donc toujours néces-
saire pour la détecter. Les antigenes
utilisés pour fabriquer les anticorps
nécessaires ont été, et sont encore,
soit des protéines recombinantes
issues d’ADN complémentaires
codant pour un fragment limité de
telle ou telle dystrophine, soit des
peptides synthétiques dérivés a par-
tir des séquences connues. Les
sérums polyclonaux ainsi obtenus ont
permis initialement d’identifier et de
localiser la dystrophine du muscle
squelettique normal. Les figures 2 et
3 donnent des exemples des deux
approches expérimentales les plus uti-
lisées : I'immunocytochimie en
microscopie optique et I'immunoem-
preinte sur feuille de nitrocellulose
(Western blot). Les images en immu-
nofluorescence de muscles squeletti-
ques humains normaux et pathologi-
ques, obtenues avec des anticorps
préparés contre des fragments de
dystrophine des muscles squelettiques
(figure 2), montrent ainsi que la
dystrophine :

(I1T)
Fixation
du calcium (?)
\ /

|
| N
| { N s \
| ! S A // (Iv) \
D S (I1) - / Fixationala \
Fixation Autoassociation < membrane, interactions
de 'Actine (propriétés élastiques) avec des glycoprotéines
1 240 3041 3685
T . — W U
N 336 3116 3361 Cc

Figure 1 : Portrait robot de la dystrophine : arrangement en quatre modu-
les fonctionnels. La numérotation des résidus correspond & la séquence
déduite de I’ADN complémentaire codant pour la dystrophine de muscle humain

feetal [6].

— est localisée a la périphérie des
cellules des muscles normaux ;

— est absente des muscles de
patients atteints de myopathie de
Duchenne ;

— a parfois une expression réduite a
la périphérie des cellules musculaires
de patients atteints de myopathie de
Becker ;

— a souvent une expression mosai-
que chez des femmes porteuses de la
myopathie de Duchenne.

Les mémes sérums polyclonaux per-
mettent de constater la présence de
dystrophine a la périphérie de tous

les muscles lisses ou striés normaux,
ou des zones particulieres du cerveau
[8, 9]. Les études par immuno-
empreinte indiquent que la dystro-
phine ainsi détectée en immunocytho-
chimie a une masse moléculaire
d’environ 400 000 dans la plupart
des muscles et organes normaux étu-
diés (figure 3, p. 808). Cette bande
immunoréactive est absente dans les
muscles de patients DMD si I'immu-
noanalyse est faite avec des anticorps
poly- ou monoclonaux spécifiques de
la dystrophine du muscle squeletique
normal, codée au locus Xp21 [1].

Figure 2 : Détection immunocytochimique de la dystrophine, impliquée dans la myopathie de Duchenne (anti-
corps polyclonaux contre la région semblable & la spectrine (résidus 1173-1728) de muscle squelettique de pou-
let [7]). Muscles squelettiques humains, normaux et pathologiques : Normal, DMD, BMD, et femme porteuse.

m/fs n° 8, vol. 7, octobre 91
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Les mémes sérums spécifiques réve-
lent que la dystrophine du muscle
squelettique chez des patients BMD
peut avoir une masse moléculaire
inférieure ou supérieure a la valeur
normale. Cette réduction de taille est
caractéristique d’une délétion «en
phase » du geéne codant pour la
dystrophine. La délétion chez les
patients BMD permet, de cette
maniere, I’expression d’une dystro-
phine tronquée, a laquelle manquent
naturellement les régions codantes
comprises dans la zone délétée, mais
qui a des séquences normales en
amont et en aval de cette zone [3,
10]. Il faut souligner la que la tech-
nique d’immuno-empreinte est indis-
pensable pour connaitre la taille de
la (ou des) molécules(s) a I’origine de
I’immunoréactivité observée en
immunocytochimie, en particulier
pour visualiser les éventuelles réacti-
vités croisées avec d’autres compo-
sants.

La figure 4 résume les efforts entrepris
depuis 1987 pour produire des sérums
polyclonaux puis monoclonaux contre
des régions diverses de la dystrophine
des muscles squelettiques humains et
de poulet. La plus grande partie des
travaux (plus des deux tiers des arti-
cles publiés, traitant de la dystrophine
au niveau protéique) ont été faits avec
des sérums obtenus a partir des deux
fragments recombinants produits ini-
tialement (protéines de fusion : 30
and 60 kDa [1]. Une centaine de
peptides de la dystrophine ont égale-
ment été synthétisées dans différents
laboratoires. Seulement deux a trois
peptides ont donné des réponses
immunes, permettant de reconnaitre
la dystrophine native, c’est-a-dire a la
périphérie des fibres musculaires ou
par immuno-empreinte [11-13]. Sans
minimiser 1’apport significatif des
sérums polyclonaux dans I’étude de la
dystrophine, il faut rappeler que les
spécificités et titres des sérums varient
d’un animal & un autre, d’un préle-
vement a un autre. Tous les sérums
polyclonaux préparés a partir de lar-
ges segments des dystrophines (quel-
ques centaines, voire un ou deux
mille résidus) contiennent des popu-
lations hétérogenes d’anticorps. Cer-
tains anticorps dans ces sérums sont
naturellement spécifiques de la struc-
ture injectée (le plus souvent un frag-
ment de la dystrophine du muscle

'-_g'l

b e e e i e L

Figure 3. Immunoempreintes de la

dystrophine, impliquée dans la myo-

pathie de Duchenne (anticorps monoclonal spécifique de la dystrophine du

locus morbide de la maladie (Xp21)).

B2 : BMD ; Myo : myosine.

squelettique), d’autres réagissent avec
d’autres protéines homologues de la
dystrophine ou contenant des modu-
les structuraux analogues (actinine,
spectrine principalement) [23]. Ces
réactivités croisées, qui sont cepen-
dant utiles pour détecter les analogies
de structure, sont incontrdlables.
L’emploi simultané d’anticorps pré-
parés contre des régions différentes de
la dystrophine et donc a réactivités
croisées variables ont, dans quelques
cas, permis de minimiser ces incon-
vénients inhérents aux sérums poly-
clonaux. La production d’anticorps
monoclonaux , a spécificité définie et
a haute affinité, dirigés contre des
épitopes différentes le long de la
molécule, représente dans tous les cas
le progres ultime et nécessaire pour
analyser correctement la dystrophine,
ses éventuelles isoformes ou molécu-
les homologues. Des difficultés dans
la maitrise des fragments recombi-
nants de dystrophine comme antige-
nes, la faible immunospécificité des
peptides synthétiques et la difficulté

encore persistante a préparer des

C: Normal ; D1 et D2 : DMD ; B1 et

solutions enrichies en dystrophine
native expliquent le relatif retard
constaté dans la production d’anti-
corps monoclonaux anti-dystrophines,
ce a ’exception du premier anticorps
monoclonal A1C apparu deés 1988
[18].

Structure, fonctions et
localisation des
dystrophines

« communes »

(ou Xp21)

Qu’en est-il, trois ans apres, des
hypothéses sur la structure et les
fonctions de la dystrophine, initiale-
ment déduites des séquences d’acides
aminés des dystrophines des muscles
squelettiques d’homme [6] et de pou-
let [7] ? La dystrophine est-elle com-
posée de quatre domaines structuraux
différents ? Quelle est la structure
tertiaire et les fonctions de ces qua-
tre modules ? Les résultats actuelle-
ment disponibles sur ce sujet ont été
obtenus uniquement a partir de
dystrophines codées par le gene situé

m/s n°® 8, vol. 7, octobre 91



au locus Xp21 du chromosome X
(que nous désignerons maintenant
par dystrophine Xp21).

® Le domaine N-terminal (résidus
1 a 240 environ), analogue au
méme domaine de ’a-actinine, fixe
trés probablement I’actine.

Les analogies de séquences entre pro-
téines fixant réellement ou potentiel-
lement 1’actine, en particulier la
dystrophine, ont été analysées a nou-
veau [24]. Elles postulent que le
module N-terminal de la dystrophine
serait composé de deux sous-
domaines A et B, issus d’une dupli-
cation assez peu fidéle d’'un domaine
ancestral composé d’environ 125 rési-
dus. Par analogie, il a ainsi été sug-
géré que deux segments, situés a
environ 100 résidus dans le sous-
domaine le plus N-terminal, seraient
susceptibles, 'un et I’autre, de fixer
Pactine (figure 5). Des données expé-
rimentales en faveur de la fixation de
I’actine ont été obtenues par réson-
nance magnétique nucléaire du pro-
ton a l'aide de peptides synthétiques
centrés autour des résidus 1 a 33 de
la dystrophine [25]. Des études, uti-

T II i § | e \ A
I ] I e P
] ] 1 (¥4 4
10| 13|
4 16 20 3
1 235 3361 3685
L 1 i i | L ]
N 330 3116
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polyclonaux  Protéine de fusion ou peptide (¥*)
60 kD 30 kD 9
X x ¥ ot B A e 1:
. E—— a T
R e i T e 12
S 13
———— e - ——————————D — — 15
S - i i 16
—_— 17
Anticorps "
monoclonaux
Wi T s e e 18
AIC r\A A O PREE" NpE B, GRS RS- SR <\ Y__ 1920
T A7 170 TN 2
v_. 22
RAAAAAAAAAAAAA N YYYYY,_ _ (sous presse)
Juin 1991

Figure 4. Tableau représentant les générations successives d’anticorps
poly- et monoclonaux contre la dystrophine. Tous les anticorps ont été obte-
nus contre des peptides ou fragments recombinants, correspondants & des
dystrophines du locus Xp21, sauf [17] qui a été obtenu & partir d’'un ADNc
partie du transcript autosomal (chromosome 6) [38].

13

Dystrophine Squel. homme ... REDVQKKTFTKWVNAQFSK..LVNIGSTDIVDGNIIKLTLGLIWNII
Dystrophine Squel. poulet RKDVQKKTFTKWINAQFSK..LVNIGSSDIVDGNIIKLTLGLIWNII

y

IR RRRER] 31 95 119

B spectrine globule rouge REVVQKKTFTKWVNSIIL A ..

Spectrine drosophile RESVQKKTFTKWVNSIIL C ...
Actinine dictyostelium WEITQKKTFTAWCNSIILR..

Actinine squel. poulet WEKQQRKTFTAWCNSIILR...
ABP 120 dictyostelium WIDVQKKTFTGWGNNLKE ..
ABP 180 dictyostelium WKKIQQNTFTRWCNEIIL K..

LENMGSHDIVDGNHRLVLGLIWTII
LENIGSHDIVDGNASLNLGLIWTII
LVSIGAEEIVDGNVKMTLGMIWTII
LVGIGAEELVDKNLKMTLGMIWTII
LVGIGAEDIVSDQLKLI LGLIWTLI
LVSIDSKAIVDGNLKLI LGLIWTII

Figure 5. Domaines de la dystrophine (Xp21) fixant I’actine [25] et comparaison des séquences avec d’autres

protéines fixant I’actine.
m/s n° 8, vol. 7, octobre 91
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lisant la méme technique avec des
fragments recombinants de dystrophi-
nes, sont actuellement en cours
(B. Levine, communication person-
nelle). Elles devraient permettre de
montrer que la dystrophine se lie a
I’actine, sans doute en plusieurs sites
d’affinités variables. Les mémes
approches permettront également de
définir les segments de 1’actine impli-
qués dans les interactions. L’utilisa-
tion d’'un agent chimique tel ’EDC
(1-éthyl-3-3’-diméthyl-aminopropyl
carbodiimide), qui associe de fagon
covalente ’actine et l’actinine, ne
permet pas l’association entre 1’actine
et la dystrophine. L’analogie structu-
rale et fonctionnelle entre les molé-
cules d’actinine et de dystrophine est
en fait limitée. Concernant les con-
séquences macroscopiques de ces
interactions probables actine-
dystrophine, il est probable que, a
cause de ses grandes dimensions, la
dystrophine contribue a la création
(ou a la stabilité¢) d’un réseau plut6t
qu’a la formation d’un faisceau de
filaments d’actine [24] (voir schéma
sur la dystrophine, figure 9).

® Les domaines centraux en biton-
net, composés de 25 €éléments struc-
turaux répétés de longueur variable
(100 résidus environ), similaires
aux éléments en triple hélice répé-
tés dans D’«a-actinine et la (-
spectrine, s’associent entre eux
pour former des filaments.

Deux modeles théoriques ont été pro-
posés pour ce long domaine central
de la dystrophine (résidus 336-3040)
[6, 26]. Kcenig et Kunkel [15], dans
leur modele le plus récent, suggerent
que le domaine central de la dystro-
phine est composé de 24 éléments
répétés de longueur constante
(109 résidus) et de quatre zones char-
nieres non répétées, mais a haute
teneur en résidus prolines. L’une des
charniéres serait placée au début
(résidus 262-335) et l'autre a la fin
(résidus 3041-3118) du domaine cen-
tral de la dystrophine. Les deux
autres charniéres seraient entre les
éléments répétés 3 et 4 (résidus
668-717) et 19 et 20 (résidus
2434-2470). L’€lément répété serait
composé de quatre petites hélices
lies par trois segments, d’une
maniere analogue a ce qui a été
observé pour la spectrine. Dans
I'autre modele, Cross et al. [26] sug-

gerent que le domaine central de la
dystrophine est composé de 25 (et
non 24) éléments répétés de longueur
plus ou moins variable, et seulement
de deux charniéres placées aux deux
extrémités du domaine central. Sept
résidus hydrophobes successifs
seraient disposés régulierement dans
chaque élément répété. Ceux-ci
seraient composés des quatre arran-
gements structuraux suivants :
hélice 1, segment de liaison 1, hélice
2 et segment de liaison 2. Le motif
structural créé par le repliement de
trois hélices successives serait alors
plus épais que celui observé dans la
spectrine. Toutes ces ministructures,
a 'exception des hélices 2, sont de
longueur constante. Les hélices de
type 2 sont notamment plus courtes
dans les éléments répétés 10 et 13,
et beaucoup plus longues dans les
éléments répétés 4 et 20 (figure 6).
Ces variations locales doivent théori-
quement produire des distorsions
locales dans la structure tertiaire du
domaine central de la dystrophine.
Nous avons récemment observé que
la zone correspondante a la fin de
I'élément répété 13 (autour du résidu
1740) était effectivement la plus sen-
sible a la protéolyse ménagée, don-
nant ainsi un support expérimental
au modele présenté par Cross et al.
[26] et schématisé dans la figure 1
(Portrait-Robot de la dystrophine)
(D. Mornet et al., soumis). La méme
approche permet en outre de com-
prendre l'origine du fragment de
210 kDa, présent dans beaucoup
d’extraits réalisés a partir de pieces
d’autopsie et réactif avec des anti-
corps dirigés contre la partie N-
terminale de la dystrophine. La zone
de la dystrophine pres de 1I’élément
répété 13 serait plus particulierement
sensible a une protéase endogeéne.
Des fragments natifs d’environ 110 a
160 kDa venant du domaine central
de plusieurs dystrophines de divers
muscles lisses et striés ont maintenant
été isolés, indiquant que la charniere
située au début de ce domaine était
également sensible a la protéolyse. La
cinétique de production de ces frag-
ments de dystrophine, résistants aux
protéases, est cependant différente
d’un muscle a un autre suggérant des
différences de structure primaire et
tertiaire entre les diverses dystrophi-
nes musculaires.
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Figure 6. Prédictions structurales pour le domaine central de la dystro-
phine : 25 arrangements répétés en triple hélice, avec quelques segments irré-

guliers courts et longs [26].

Quelles que soient les divergences
quant au positionnement relatif des
domaines de discontinuité dans le
domaine central des dystrophines, les
deux modeles suggeérent que ces
molécules doivent adopter une forme
allongée et avoir un comportement
élastique. Pons et al. [16], utilisant
une colonne de chromatographie
construite avec des anticorps polyclo-
naux dirigés contre un large segment
du domaine central de la dystrophine
de muscle squelettique de poulet, ont
récemment réussi a isoler la dystro-
phine du muscle lisse du gésier de
poulet. Les images des empreintes de
ces molécules aprés ombrage rotatif
ont permis de visualiser, pour la pre-
miere fois, la molécule de dystro-
phine, et de confirmer expérimenta-
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lement les prédictions faites sur sa
structure. Le monomere de dystro-
phine est un long batonnet d’environ
3 a2 4nm d’épaisseur et de 175
(+15) nm de longueur. Ces mono-
meres s’associent spontanément, soit
bout a bout, soit cOte a cote, soit des
deux manieres pour former des struc-
tures oligomériques complexes
(figure 7, p. 812). Les dystrophines
ont donc des propriétés d’auto-
association comme les molécules de
la famille des spectrines et actinines.
Elles s’associent pour former des fila-
ments d’épaisseur légeérement varia-
bles, le long desquels sont suscepti-
bles de glisser les molécules indivi-
duelles. Ces observations suggeérent
que les dystrophines communes
seraient 1’élément principal d’un filet

élastique ou d’une sorte de résille a
I'intérieur de la membrane de la fibre
musculaire. Les dystrophines pour-
raient « coulisser » les unes par rap-
port aux autres, permettant a
I’ensemble du filet de se déformer
lors de la contraction et de la relaxa-
tion. Son absence dans les muscles de
malades DMD modifierait gravement
la plasticité de la cellule ainsi que la
perméabilité membranaire. Des étu-
des récentes confirment cette hypo-
these sur un réle mécanique des
dystrophines communes [27]. Des
images plus fines (par exemple par
coloration négative) sont attendues
pour mieux décrire le mode d’orga-
nisation des dystrophines. Il faut
noter également que les préparations
obtenues contiennent souvent, en
plus de la dystrophine, des compo-
sants copurifiés qui pourraient jouer
un r6le dans le processus d’oligomé-
risation observée.

Les futures études sur le domaine
central de la dystrophine devront
également tenter de déterminer si, et
comment, ce domaine joue un rdle
dans la variabilité du phénotype cli-
nique des malades BMD. En effet,
ces patients présentent des délétions
a localisations et longueurs variables,
intéressant souvent le domaine cen-
tral de la dystrophine. Certains de
ces malades ayant une délétion de
plus de 35 & 50 % ou une duplica-
tion du domaine central [28, 29],
sont apparemment peu affectés, alors
qu’au contraire, des malades ayant
des délétions quasiment ponctuelles,
sont gravement handicapés [30]. Cela
laisse donc penser que certains points
ou régions précis du domaine central
de la dystrophine ont une fonction
particuliere. Un site présentant des
analogies de séquence avec le site de
la caldesmone qui fixe l’actine a
d’ailleurs été repéré entre les résidus
1834-1936 de I’élément répété 15
[31]. Ce site pourrait peut-étre four-
nir un second point sur les dystrophi-
nes, permettant leur ancrage a un
réseau ou a un faisceau ou pres de
la membrane [24]. Aucune donnée
expérimentale directe n’est cependant
disponible.

® Le domaine riche en résidus
cystéines : fixation du calcium (?).
Les dystrophines ont un module
riche en résidus cystéines (résidus

3119 a 3360), situé a la suite de la m——
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Figure 8. Interaction du domaine C-terminal de la dystrophine cardiaque de poulet avec la membrane sarco-
lemmique. Détection immunocytochimique en microscopie électronique : anticorps anti-dystrophine révélé par un anti-
corps anti-souris couplé a I'or colloidal (MP : membrane plasmique ; END : endothélium ; M : mitochondries ; barre
= 1 um). Les grains d’or, témoignant de la présence de la dystrophine sur la membrane sarcolemmique, sont encer-
clés (en collaboration avec M.C. Harricane. CRBM/Montpellier |).

derniére charniére du long domaine
central. Kcenig et al. [6] avait
reconnu, dans cette région de la
dystrophine, des séquences locales a
faible analogie structurale avec des
motifs EF en doigt de main, présents
dans de nombreuses protéines fixant
le calcium comme la parvalbumine...
Une analogie faible avec le site de
fixation du calcium présent dans I'a-
actinine a également été constatée.
Les tentatives actuellement connues
concernant la fixation du calcium par
les dystrophines (application de cal-
cium radioactif ou de marqueurs du
calcium sur des supports artificiels
contenant de la dystrophine ou des
fragments natifs ou recombinants)
sont demeurées vaines.

® Le domaine C-terminal pénétre
dans la membrane de la fibre mus-
culaire et interagit avec des glyco-
protéines de la membrane.

La séquence des 400 derniers résidus
placés a la partie C-terminale des
dystrophines (résidus 3361-3685) est
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apparemment unique, dans la mesure
ou une telle séquence n’a pas été
retrouvée dans les autres séquences
publiées. Les propriétés de ce module
original sont paradoxalement assez
bien connues. Des études en micros-
copie électronique ont permis de
montrer que cette partie de la molé-
cule de dystrophine interagissait avec
la membrane en pénétrant légere-
ment a lintérieur de celle-ci [32]. En
fait les grains d’or attachés aux anti-
corps spécifiques de la partie C-
terminale de la dystrophine sont
répartis plus ou moins régulierement
sur la face interne du sarcolemme
(figure 8). Utilisant des colonnes
d’affinité spécifiques des glycoprotéi-
nes, Campbell et al. [33] ont montré
que la dystrophine interagissait en
fait physiquement avec plusieurs
glycoprotéines, parties intégrantes de
la membrane [32, 33]. Il en a été
déduit que, a la maniere de la spec-
trine [34], la dystrophine pénétrait a
I’intérieur de la membrane et que sa

partie C-terminale avait des sites plus
ou moins spécifiques d’interactions
avec ces glycoprotéines constitutives
de la membrane. Récemment, Lee et
al. [35] ont réussi a faire exprimer un
ADN complémentaire codant pour la
dystrophine de muscle squelettique de
souris dans des cellules de rein de
singe. Cette dystrophine « recombi-
nante » exogene se place apparem-
ment a la membrane des cellules,
suggérant que la molécule a bien
intrinsequement les informations lui
permettant d’atteindre son comparti-
ment cellulaire habituel. Il faut enfin
noter qu’Ervasti et al. [36] ont mon-
tré que l’expression de certaines
glycoprotéines associées aux dystro-
phines est diminuée dans les souris
mdx, animaux dont le muscle sque-
lettique est déficient en dystrophine.
Cette carence en des protéines, pro-
bablement physiquement associées a
la dystrophine, pourrait intervenir
directement ou indirectement dans les
mécanismes de ces myopathies.
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La figure 9 tente de résumer les con-
naissances acquises actuellement
quant aux fonctions et a 1’organisa-
tion des dystrophines communes,
présentes sur la face interne du sar-
colemme des fibres musculaires. La
dystrophine représente bien I’arran-
gement original de quatre modules,
annoncé dans le portrait robot décrit
initialement [6]. Trois des quatre
structures modulaires ont des fonc-
tions ou des propriétés déja rencon-
trées dans d’autres molécules. Le
module N-terminal interagit avec
Pactine [25]. Le module central
répété permet des autoassociations
des dystrophines [16]. Le module C-
terminal a probablement un réle ori-
ginal d’attachement a la membrane
(32, 36] ; le réle du module le pré-
cédant est toujours inconnu. Cette
complexité d’arrangement laisse pen-
ser que cette molécule originale n’a
pas un role trivial de protéine struc-
turale, mais qu’elle exerce des acti-
vités modulables dans I’activité méca-
nique de la cellule contractile. Con-
sidérant les analogies importantes
entre les dystrophines et certaines

Dystrophine [16]

’,.-"

Sarcolemme

+ Glycoprotéines
membranaires
(kDa) [33] |

150

50 43 36

Fixation a la

- membrane
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a l'actine

Figure 9. Schéma représentant
I'organisation des dystrophines a la
périphérie intérieure des membra-
nes des fibres musculaires [16, 32,
33].

protéines cytosquelettiques présentes
dans les globules rouges, il est con-
cevable que des composants, autres
que les glycoprotéines et 1’actine déja
trouvées, interagissent avec les
dystrophines. D’autres composants
d’ancrage ou de réseau (type anky-
rine, bande 4.1, tropomyosine ou cal-
desmone...) sont a rechercher. En
plus de ces autres composants encore
inconnus, des mécanismes contrdlant
la structure et I’organisation des
dystrophines (telle la phosphorylation
détectée dans de nombreux compo-
sants analogues) existent probable-
ment et sont a rechercher. En tout
cas, les recherches permettant
d’analyser les fonctions du « systeme
dystrophique » et ses éventuelles
carences en tel ou tel composant doi-
vent étre poursuivies. C’est sans
doute une des clefs des thérapies
futures. Rappelons que les muscles
squelettiques des souris mdx sont
dépourvues de dystrophine comme
ceux des patients DMD, et que les
souris ne souffrent apparemment
pas !

Isoformes de dystrophine
ou protéines analogues a
la dystrophine

Tres rapidement apreés sa découverte,
il est apparu que la dystrophine
n’était pas uniquement présente dans
le muscle squelettique des mammife-
res, mais que des protéines homolo-
gues a la dystrophine (en anglais
dystrophin-related protein : DRP) étaient
présentes aussi bien dans les autres
muscles que dans certaines parties du
systtme nerveux et du cerveau, et
d’autres tissus non-musculaires, ce
dans des especes animales tres diffé-
rentes. Il existe encore des incertitu-
des ou des imprécisions quant au
nombre et a l’origine de dystrophi-
nes ou protéines homologues expri-
mées. Les informations disponibles
aujourd’hui viennent des études fai-
tes, soit a partir des ARN messagers
ou des ADN complémentaires des
dystrophines, soit au niveau protéi-
que grace aux générations successives
d’anticorps polyclonaux, puis mono-
clonaux.

Le Tableau II tente de résumer les
informations obtenues, au niveau
génotypique sur les dystrophines,
protéines homologues et fragments...
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Tableau i

CARACTERISTIQUES DES TRANSCRITS CODANT POUR DES DYSTROPHINES OU PROTEINES HOMOLOGUES

Localisation | Transcrit [ Détermination | Séquence Séquence Site d’expression Promoteurs Epissage | Références
chromosomique | (kb) séquence codante | non codante abondante spécifiques alternatif
(kb) (kb)
Xp21 14 totale 11 3 muscles, cerveau | muscle, cerveau oui [2, 37]
6,5 partielle 1,8 1,6 cerveau, foie, rein, ? ? [39]
testicule, poumon
6q21-gter 13 partielle ? ? muscle, ? ? ? [38]
Xq21 dans muscle squelettique humain fcetal
14 kb : 1 208 11 264 13 957 pb (2]
._.___[ ;—
1 3685 résidus
Xp21 dans foie humain
6.5 kb : 9420 pb [39]
T e
6g21 dans muscle squelettique humain fcetal
13 kb : 9765 11264 pb [38]
? ? ? ? ?

Trois grands types de transcrit, ayant
au moins partiellement des séquences
homologues en acides nucléiques
(et/ou en acides aminés), ont été mis
en évidence. Deux transcripts de lon-
gueurs différentes (14 kb [2, 6] et 6,5
kb [39] sont issus du chromosome X.
Un transcrit de longueur égal a 13 kb
est issu du chromosome 6 [38].

— Le(s) transcrit(s) de 14 kb (chro-
mosome X) correspond(ent) a celui
isolé dés 1987 d’une banque de mus-
cle squelettique feetale humaine, dans
les études sur la maladie de
Duchenne [2]. De tels transcrits ont
été trouvés dans tous les muscles des
mammiferes et dans le cerveau. Ces
transcrits existent sous des formes dif-
férentes, résultant d’épissages alterna-
tif s spécifiques des différents muscles
et tissus [40]. De plus, il est établi
que les transcrits des muscles d’une
part, et celui (ou ceux) du cerveau
d’autre part, sont sous le contrdle de
promoteurs différents [37, 40-43].
Seuls les transcrits exprimés dans les
muscles squelettiques d’homme et de
poulet ont été entierement séquencés.
Des différences en acides aminés
dans les parties N et C-terminales
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des formes Xp21 de dystrophines
exprimées dans le muscle et le cer-
veau ont également été mises en évi-
dence [37, 40, 41].

— Un transcrit de 6,5 kb (chromo-
some X) a récemment été isolé de
cellules du foie [39]. Ce transcrit
court est également présent dans le
cerveau, les testicules, les poumons et
le rein, mais pas dans le muscle
squelettique. Les expériences de pro-
tection contre la RNAase montrent
que ce transcrit de 6,5 kb a une
séquence similaire a celle codant pour
les deux derniers domaines C-
terminaux de la dystrophine Xp21 :
le domaine riche en résidus cystéines
et celui responsable de la fixation a
la membrane.

— Un transcrit de 13 kb (chromo-
some 6) a été mis en évidence, en
1989, dans une banque d’ADN com-
plémentaire construite a partir de
muscle feetal humain [38]. Un frag-
ment long de 1,5 kb, issu de ce
transcrit autosomique, a été
séquencé. La séquence correspon-
dante en acides aminés a plus de
80 % d’homologie avec la séquence
de la forme Xp21 de dystrophine.

Cette séquence connue recouvre une
partie du domaine riche en résidus
cystéines et la totalitt du domaine
d’attachement 2 la membrane.
L’ADN complémentaire entier n’est
toujours pas isolé, et donc aucune
information sur les séquences des
autres domaines n’a été publiée.

La technique d’amplification de seg-
ments d’ADN (PCR) confirme que
des fragments d’ADN complémentai-
res, reconnus par des séquences oli-
gonucléotidiques dérivées de la
séquence codante pour la dystrophine
Xp21, sont effectivement amplifiés
dans tous les muscles et dans de
nombreux organes [40]. Les taux
d’expression de ces transcrits sont
évidemment trés variables, parfois
tres faibles et probablement non
significatifs fonctionnellement (trans-
crits illégitimes) [44].

® Que sait-on des protéines codées
par ces transcrits ?

Le Tableau III (p. 816) résume
I'ensemble des données actuelles. Les
dystrophines Xp21, protéines codées
par les transcrits de 14 kb, ont été

naturellement les premieres a étre

détectées dans la plupart des muscles m—
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Tableau Il
CARACTERISTIQUES DES DYSTROPHINES ET DES PROTEINES RELIEES
OU ANALOGUES AUX DYSTROPHINES (A) ET D'UN MODULE C-TERMINAL [39] (B).
Origine [Transcritf Masse mol. Identification Localisation Localisation Isoformes- | Références
identifié| apparente immunocytoch. immuno-
(kb) (kDa) empreinte
A.
Chrom. X 14 400 Dystrophine Xp21 Sarcolemme/muscle | Muscles, oui [6, 45]
neurones/cerveau cerveau
Chrom. 6 13 400 Protéine reliée 3 non déteminée Muscles, cerveau ? [17]
la dystrophine (DRP) rein...
Chrom. ? ? 400 Dystrophine Jonction Muscles, vaisseaux, oui [22, 46]
ou homologue neuro-musculaire utérus... et
Chrom. 6 vaisseaux (en cours)
B.
Chrom. X 6,5 80 (7) 80 kDa non déterminée Foie, cerveau... ? (en cours)

et dans le cerveau de plusieurs espe-
ces animales, grace aux sérums poly-
clonaux développés initialement [1,
45]. La figure 10 présente un exem-
ple de détection des dystrophines
chez le poulet. Comme cela a déja
été dit, les dystrophines Xp21 sont
localisées a la face interne des sarco-
lemmes de tous les muscles. Elles
sont également exprimées dans les
neurones du cortex cérébral et du
cervelet, en étant localisées dans les
régions post-synaptiques (non mon-
tré) [8, 9]. Des isoformes de dystro-
phine Xp21, différentes dans les
muscles squelettiques et lisses, ont été
mises en évidence au niveau protéi-
que : différences aprés protéolyse
ménagée ou griace a des anticorps
monoclonaux, spécifiques de la
dystrophine Xp21 du muscle squelet-
tique humain mais incapables de
reconnaitre la dystrophine Xp21 de
muscle lisse (Medioni et al., commu-
nication personnelle). II est intéres-
sant de constater que toutes ces
dystrophines ont une taille d’environ
400 kDa dans les tissus normaux.
Les réductions ou accroissement de
tailles de dystrophines, supposées par
les études d’épissage alternatif dans
les muscles lisses ou dans le cerveau
[40], n’ont pas été observées en
immuno-empreinte.
Deux types d’approche ont permis de
montrer l’existence de protéines
reliées ou homologues aux dystrophi-
nes mais non issues du chromosome
X. Ces protéines homologues ont Figure 10. Analyse immunocytochimique de I'expression des dystrophi-
toutes une taille de 400 kDa, coinci- nes dans différents muscles et organes de poulet : squelettique (pectora-
memsssm dant avec celle des dystrophines lis); coeur, gésier et intestin. Anticorps polyclonaux comme dans la figure 2.
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Xp21 [1, 45]. Les deux approches
ont été faites grace a des échantillons
de muscles ou d’organes de patients
ou d’animaux déficients en dystrophi-
nes Xp21. La premiére approche [17]
montre qu'un sérum polyclonal,
fabriqué a partir d’une protéine
recombinante codée par un fragment
du transcrit de 13 kb issu du chro-
mosome 6, réagit avec une protéine
de 400 kDa, non seulement dans les
muscles squelettiques, mais aussi
dans de nombreux organes (foie,
rein, cerveau...) de patients ou d’ani-
maux normaux ou déficients en
dystrophine Xp21. Ces protéines
reliées a la dystrophine (DRP) ont
donc un spectre d’expression diff érent
des dystrophines Xp21. Les analogies
immunologiques ne sont cependant

A

4

détectables que dans la partie C-
terminale des molécules, seule dispo-
nible pour fabriquer le sérum poly-
clonal. Aucune étude cytochimique,
permettant une localisation subcellu-
laire des structures immunoréactives
avec ce sérum polyclonal, n’a encore
été publiée. La seconde approche
montre que trois sérums polyclonaux
différents, dirigés contre les deux par-
ties distales et la partie centrale de
la dystrophine de muscle squelettique
de poulet, réagissent positivement

avec une protéine de 400 kDa, pré-
sente aux jonctions neuro-musculaires
dans les muscles normaux et dans
ceux de malades ou d’animaux défi-
cients en dystrophine Xp21 [22, 46].
Cela a été en particulier observé dans
le muscle squelettique d’un patient

DMD ayant une délétion du gene du
locus Xp21 s’étendant sur plus de 52
exons [22]. Cette protéine est donc
immunologiquement homologue en
trois zones aux dystrophines Xp21
mais ne peut étre codée par le géne
en Xp2l. Les anticorps monoclonaux
développés trés récemment permet-
tent de distinguer de la méme fagon
les deux groupes de dystrophines
homologues. La figure 11 en donne
un exemple sur un patient DMD
ayant une large délétion. L’applica-
tion de ces deux populations d’anti-
corps monoclonaux a d’autres tissus
ou organes permet d’ores et déja
d’affirmer que des protéines homolo-
gues de la dystrophine sont égale-
ment exprimées dans certains muscles
lisses vasculaires ou d’organes (cer-

NORMAL a b c

Figure 11. Analyse de I'expression des dystrophines Xp21 et dystrophines homologues a la périphérie des fibres
musculaires et aux jonctions neuromusculaires au moyen d’anticorps monoclonaux de régions et de spécifi-
cité différentes. (A) détection immunocytochimique de la dystrophine, et (B) détection spécifique des jonctions neu-
romusculaires a I'aide de la bungarotoxine. DMD : biopsies d’un muscle malade de patient largement délété dans le
géne Xp21 analysé avec deux anticorps monoclonaux de la région C-terminale : (a) spécifique de la dystrophine du
locus Xp21 et (b) reconnaissant également une dystrophine homologue ; (c) analyse avec un anticorps de la région
centrale reconnaissant les deux types de dystrophines.
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veau, utérus...) dans des muscles nor-
maux ou déficients en dystrophine
commune (Augier et al., Medioni et
al., travaux soumis).

11 existe donc bien une famille de pro-
téines analogues aux dystrophines
Xp21. Les dystrophines des deux
familles (liées a I’X et autosomiques),
ont, a la fois, des épitopes communs
et différents sur toute la longueur.
Dans I’état actuel des connaissances,
on peut penser que la structure glo-
bale des protéines analogues aux
dystrophines, codées par un géne non
localisé en Xp21, est donc trés pro-
che de celle des dystrophines Xp21.
Elles sont parfois coexprimées dans
certains tissus, mais pas toujours. On
ne sait pas si les protéines de cette
famille sont codées uniquement par le
gene DRP du chromosome 6 [17, 38],
ou s’il existe encore un autre geéne
non identifié. Il pourrait s’agir réel-
lement d’isoformes comme cela est le
cas pour la plupart des protéines con-
tractiles qui sont codées par des genes
non alléliques, situés ou pas sur des
chromosomes différents. Une autre
hypothese serait que ces protéines
nouvelles représentent un arrange-
ment original de certains modules
structuraux (et fonctionnels) présents
dans les dystrophines Xp21 combinés
avec un ou plusieurs module(s) nou-
veau(x) non encore identifiés. La
nature dispose clairement de divers
modules fonctionnels (par exemple,
module fixant I’actine, module de
fixation a4 la membrane...) et les
assemble d’une maniére originale et
variée pour créer de grandes molécu-
les multifonctionnelles (spectrine,
titine, twitchine, fibrine... [24]). Les
travaux en cours sur l’expression
d’une protéine de 80 kDa environ
dans le cerveau, probablement codée
par le transcrit de 6,5 kb (voir plus
haut), donne un support expérimen-
tal a cette hypotheése (Nudel et al.,
communication personnelle). Il faut
enfin noter que des protéines homo-
logues a la dystrophine ont été mises
en évidence dans des espéces anima-
les tres diverses (torpille, urodele...).
Une mention particuliere doit étre
faite a la protéine analogue de la
dystrophine trouvée dans l’organe
électrique de la torpille [47, 48]. On
ne sait pas si cette protéine est fonc-
tionnellement semblable a celle expri-
mée spécifiquement a la jonction neu-

romusculaire. En tout cas, puisqu’on
les retrouve toutes deux plus particu-
lierement dans des zones cellulaires
impliquées dans des transferts électri-
ques, il est tentant d’imaginer qu’elles
auraient un role différent du réle
mécanique attribué aux autres dystro-
phines Xp21.

I Bilan et perspectives

Apres trois ans, on peut donc écrire
que les hypothéses sur les fonctions de
la dystrophine, déduites initialement
des analyses de séquence d’acides
nucléiques [6], ont commencé a rece-
voir un support expérimental. A cela,
il faut ajouter la mise en évidence de
deux familles de dystrophines et la
présence de composants associés aux
dystrophines. Ces protéines associées
jouent probablement un réle dans la
maladie [36], méme si la non expres-
sion ou l’expression réduite et/ou
tronquée de la dystrophine du locus
Xp21 est toujours la cause premiere
des troubles cliniques observés chez
les malades BMD et DMD. 1I faut
donc parler maintenant plutdt du
systétme « dystrophine » que de la
dystrophine. L’analyse des publica-
tions sur la dystrophine depuis 1987
montre que les équipes a I’origine du
succes de la génétique inverse, spécia-
lisées en génétique et biologie molé-
culaire, ont participé trés activement
aux progres actuels des connaissances.
Le relai a en méme temps été repris
par quelques équipes nouvelles, en
général impliquées depuis longtemps
dans I’étude physico-chimique et la
cytologie des systémes contractiles ou
motiles.

Avant de conclure, nous souhaitons
évoquer brievement les conséquences
des progres réalisés dans I’identifica-
tion, la caractérisation et la localisa-
tion des dystrophines et protéines
homologues, ainsi que dans la décou-
verte de protéines associées aux
dystrophines, sur les pratiques dia-
gnostiques et les perspectives théra-
peutiques :

® Conséquences pour le diagnostic
des patients DMD/BMD.
L’existence de plusieurs transcrits,
codant pour plusieurs isoformes de
dystrophine ou protéines homologues,
incite, en particulier le clinicien, a
évaluer trés attentivement les limites
des deux outils principaux utilisés

pour le diagnostic des patients
DMD/BMD : les anticorps anti-
dystrophines et les techniques

d’amplification des séquences de
gene. En effet, toutes les biopsies de
muscle squelettique contiennent quel-
ques vaisseaux ou méme quelques
jonctions neuro-musculaires. Seul
I’emploi d’anticorps monoclonaux
strictement spécifiques des formes
Xp21 des dystrophines permet d’évi-
ter les faux positifs, pouvant mener
a un diagnostic erroné (Augier et al.,
soumis). Comme cela a été montré
dans l’exemple sur les jonctions
neuro-musculaires (figure 11), I’emploi
combiné de deux anticorps correspon-
dant a des régions différentes de la
dystrophine Xp2! en immunocytochi-
mie et en immuno-empreinte est
nécessaire pour déterminer la locali-
sation et la taille de la molécule
analysée. Les éventuelles dégradations
de la molécule de dystrophine sont
alors détectables. Des anticorps
monoclonaux performants sont main-
tenant disponibles... En ce qui con-
cerne le diagnostic génétique par
PCR, une attention particuliere doit
étre portée au choix des sondes et au
nombre de cycles d’amplifications.
Des segments analogues a la dystro-
phine Xp21, minoritaires et plus ou
moins bien reconnus par les sondes
oligonucléotidiques utilisées, peuvent
étre amplifiées dans des zones ou on
ne connait pas les séquences des ana-
logues des dystrophines.

® Perspectives thérapeutiques

Le progrés le plus tangible de la
découverte du gene est sans doute la
mise au point d’un diagnostic anté-
natal fiable. Il faut bien reconnaitre
que les progrés fondamentaux faits
sur les dystrophines n’apportent tou-
jours pas d’explications bien précises
sur les mécanismes exacts de la mala-
die chez les patients dépourvus de la
dystrophine Xp21, ni d’indications
quant a des voies thérapeutiques nou-
velles. On ne sait toujours pas si le
nombre élevé de malades DMD
atteints de degrés divers de retard
mental est lié a tel ou tel défaut du
gene du locus Xp21. Les observations
sur la spécificité de la dystrophine
Xp21 du cerveau et celles tres récen-
tes sur le transcrit court de 6,5 kb
[39] pourraient apporter prochaine-
ment quelques indications a ce sujet.
Bien que les dystrophines et certaines
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protéines des érythrocytes (spectrine,
ankyrine...) présentent de solides ana-
logies structurales et fonctionnelles, il
apparait cependant difficile de tirer
des informations utiles a partir des
maladies des érythrocytes dues a des
déficiences en tel ou tel composant
analogue [34]. Les analogies physio-
pathologiques dues a une délétion
d’un composant analogue impliqué
dans la stabilité mécanique et la forme
de deux cellules aussi spécialisées et
différentes qu’un globule rouge et une
fibre musculaire, seront slirement trés
difficiles a décrypter. Notons enfin
que, jusqu’a présent, aucune sympto-
matologie n’a été mise en évidence en
ce qui concerne les protéines analo-
gues aux dystrophines (de type DRP).
Si ces dernieres sont effectivement des
isoformes des dystrophines, il est pos-
sible de penser que certaines caracté-
ristiques du gene du locus Xp21 (en
particulier la taille, la sensibilité aux
mutations...) devraient étre retrouvées
dans les geénes correspondants. Leur
caractére autosomique compliquera
sans doute la recherche au plan phé-
notypique. Des recherches systémati-
ques sur des possibles implications de
ces genes dans certaines affections
neuromusculaires devraient étre rapi-
dement entreprises.

Cela étant, les progres fondamentaux
réalisés dans la connaissance des
dystrophines sont tout a fait nécessai-
res aux projets en cours ou prévus de
thérapie. Les tentatives actuelles con-
sistent soit a fabriquer et a injecter des
dystrophines dans des muscles défi-
cients [49], soit a transférer des myo-
blastes normaux dans des muscles
déficients [50], soit a « fabriquer » des
souris mdx transgéniques (Lee et Cas-
key, communication personnelle). Les
minidystrophines, exprimées chez des
malades BMD a phénotype léger [28],
représentent un prototype prometteur
pour ces approches. Toutes ces
démarches de « sauvetage » consistent
donc a injecter une molécule ou une
machinerie encore mal connue ! Une
meilleure connaissance des compo-
sants associés aux dystrophines, une
définition plus fine des zones essentiel-
les du long domaine central de la
dystrophine, une meilleure compré-
hension de I’expression et du rdle des
diverses dystrophines... augmenteront
par conséquent les chances de succes
de telles entreprises l
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Summary

Dystrophin, three years after its
discovery

We present the gencral features of
the dystrophin molecule and the
main immunological tools used for
its study. The initial hypotheses
on its structural arrangement in 4
different domains have now recei-
ved experimental support [6].
Some residues of the N-terminal
domain interacts with actin [25].
The long central domain has dif-
ferent discontinous, protcase-
sensitive areas [26]. Dystrophin
molecules present the same capa-
city of self-association in oligome-
ric structures as other cytoskeletal
proteins of the spectrin superfa-
mily [16]. The C-terminal domain
is arranged close to the cytoplas-
mic internal face of plasma mem-
branes [32] and interacts with a
few membrane integral glycopro-
teins [36]. Dystrophin molecules
form a complex interconnecting
meshwork essential to muscle cell
function. Different dystrophin iso-
forms and/or dystrophin related
proteins (DRP) are either exclusi-
vely expressed or co-expressed in
different muscles or tissues like
brain and liver... These isopro-
teins are issued from different
transcripts either from genes loca-
ted on at least two different chro-
mosomes (X and 6), or through
alternative splicing. The progres-
sive development of monoclonal
antibodies specitie to the different
dystrophin isoforms could enable
more informative immunodiagno-
ses of the dystrophin deficiency in
Duchenne and Becker patients.

Remerciements

Nous souhaitons remercier Mmes
M. Anoal et A. Robert pour leur excel-
lente aide technique. Le laboratoire est
soutenu financiérement par |'Inserm, le
Cnrs, la Sécurité Sociale et I’Association
Frangaise contre les Myopathies (AFM).
N.A. est boursiere de I’AFM.

J.J. Léger.

819





