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> La myopathie de Duchenne est due a I"absence
d’une protéine du cytosquelette des fibres mus-
culaires, la dystrophine. Celle-ci joue un role
essentiel dans lintégrité des complexes pro-
téiques membranaires qui assurent la liaison
avec la matrice extracellulaire. L'utrophine,
codée au niveau du chromosome 6, présente 80 %
d’homologie avec la dystrophine et est exprimée
a la jonction neuromusculaire. Uutrophine peut-
elle remplacer la dystrophine et corriger les ano-
malies structurelles et fonctionnelles de la myo-
pathie? Chez des souris transgéniques défi-
cientes en dystrophine et surexprimant de
grandes quantités d’utrophine, celle-ci occupe
les structures fixant la dystrophine et la récupé-
ration des atteintes fonctionnelles, surtout
mécaniques, peut étre complete. Pour transfor-
mer cette approche expérimentale en traitement
de la myopathie, les nombreuses recherches en
cours visent a obtenir une surexpression d’utro-
phine des 'apparition des symptomes myopa-
thiques. <
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quelette, du coté car-

boxyterminal, elle s’attache a un complexe de glyco-
protéines transmembranaires, les dystroglycanes.
Ceux-ci interagissent avec un autre complexe trans-
membranaire, les sarcoglycanes, et avec la laminine qui
s’attache au collageéne extracellulaire [1], établissant
une continuité mécanique entre le cytosquelette et la
matrice extracellulaire. U'absence de dystrophine intro-
duit une discontinuité et rend la fibre musculaire sen-
sible au stress mécanique de "activité physique.

Myopathie de Duchenne et dystrophine

La myopathie de Duchenne (DMD) est une affection
génétique grave qui touche toute la musculature. Elle
résulte de mutation(s) affectant le géne de la dystro-
phine, localisé sur le chromosome X, et touche les gar-
cons (1/3500 naissances masculines). Il n’y a pas de
traitement curatif, mais les traitements palliatifs,
orthopédiques et respiratoires, améliorent la qualité de
vie et le pronostic vital.

Dans la forme typique de la myopathie, la dystrophine
est absente, alors que chez les sujets sains, cette pro-
téine de 427 kDa est localisée sous la membrane plas-
mique des fibres musculaires. La plus grande partie de
la molécule a une forme allongée. Du c6té aminotermi-
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L’extrémité carboxyterminale interagit avec d’autres
protéines [2] (Figure 1). La dystrophine assure ainsi
I’édification de complexes protéiques combinant des
fonctions de soutien et de signalisation, et son absence
entraine leur désagrégation.

Les biopsies musculaires réalisées chez les sujets
atteints de myopathie de Duchenne montrent des
foyers de nécrose envahis de cellules inflammatoires
et des foyers de régénération a partir de cellules
souches présentes dans le muscle, les cellules satel-
lites. La régénération, révélée par les fibres a noyaux
centraux [3], compense temporairement la nécrose
(Figure 2, €ncadrél). L'élévation (X 10) du taux de
créatine-phosphokinase sérique (CPK) signe la fuite
d’enzymes intracellulaires.



Les répercussions fonctionnelles de "absence de dys-
trophine sont multiples [4]: réduction de la force
musculaire et de la résistance au stress mécanique,
activité accrue de certains canaux ioniques per-
méables au Ca?". La perte de ’homéostasie calcique
intracellulaire est présentée comme le point de
départ d’une cascade pathogénique entrainant I’ac-
tivation de protéases Ca’-dépendantes [5], mais
cette hypothése reste controversée [4]. Un déficit au
niveau de la microcirculation musculaire semble
aggraver la situation déja compromise par une
fibrose importante [6]. L’état dystrophique
s’accompagne de variations d’expression affectant

description claire des enchainements pathogéniques,
de leurs relations de cause a effet, et des cascades
amplificatrices menant a la nécrose de la fibre fait
défaut.

Il existe des modeles animaux de la myopathie de
Duchenne. Les muscles des souris mdx sont ainsi
dépourvus de dystrophine, mais la myopathie reste
bénigne. Le chien Golden Retriever présente une myo-
pathie tres grave, modele de la myopathie humaine,
dont I’étude est rendue tres difficile en raison de la
sévérité particuliere de I’affection.

Un analogue de la dystrophine: utrophine

plusieurs dizaines de génes [7-9]. Toutefois, une

Collageéne

Dystrobrévine

8] NO synthase

Syntrophines

Réseau d’actine filamentaire du cystoquelette

Figure 1. Représentation schématique des interactions de nombreuses protéines avec la dystro-
phine. La dystrophine est une protéine de 427 kDa localisée sous la membrane plasmique des
fibres musculaires (ou sarcolemme). Du c6té aminoterminal (N), la dystrophine se fixe aux fila-
ments d’actine y constituant le cytosquelette sous-membranaire, tandis que du c6té carboxy-
terminal, elle s’attache a un complexe de glycoprotéines transmembranaire, les dystroglycanes.
Les dystroglycanes interagissent avec un autre complexe transmembranaire (formé par les sar-
coglycanes et le sarcospane) et avec une forme musculaire de la laminine qui s’attache aux
fibres de collagéne de la matrice extracellulaire. Ainsi s’établit une continuité mécanique entre
le cytosquelette d’actine et les éléments de la structure extracellulaire. L'extrémité carboxyter-
minale interagit avec d’autres protéines (syntrophines, dystrobrévine) qui fixent une isoforme
de la NO synthase, diverses tyrosine-kinases et des canaux ioniques. L'interaction avec les dys-
troglycanes et les sarcoglycanes semble particulierement importante pour assurer la résistance
au stress mécanique et la liaison aux structures de la matrice extracellulaire. Le rdle fonction-
nel précis de plusieurs de ces dystrophin-associated proteins reste a préciser. La localisation
sous-membranaire de la NO synthase suggeére un rdle paracrine du NO sur la microcirculation. Au
niveau de la dystrophine, les rectangles verts représentent les séquences spectrin-like; les dif-
férentes régions présentant des domaines bien identifiés d’interactions avec d’autres protéines
sont individualisées par des couleurs et des formes différentes: domaine de liaison a I’actine
(ovale allongé rouge), région de fixation aux dystroglycanes (deux rectangles a damiers vert et

blanc), région de fixation aux syntrophines et dystrobrévine (rectangle rouge).

M/S n® 4, vol. 20, avril 2004

Découverte lors de I'analyse d’ADNc de
muscle feetal, I"utrophine, codée chez
I’homme sur le chromosome 6, présente
80% d’homologie avec la dystrophine
[10]. Dystrophine et utrophine inter-
agissent avec les mémes protéines. Cette
analogie entre les deux protéines
explique que les premiers préparations
d’anticorps polyclonaux présentaient
des réactions croisées. L'observation
paradoxale d’une réaction positive a la
jonction neuro-musculaire (voir ci-des-
sous) de muscles dépourvus de dystro-
phine a ainsi contribué a la découverte
de I'utrophine [11].

L'utrophine est ubiquitaire. Elle est pré-
sente dans les muscles, vaisseaux, nerfs,
rétine, poumons, reins et plaquettes san-
guines. Dans les muscles, I'expression et la
localisation de I'utrophine dépendent du
degré de différenciation. Dans les myo-
tubes et les fibres embryonnaires, I'utro-
phine est distribuée le long du sarcolemme.
Dans le muscle adulte, elle n’est présente
qu’au niveau des jonctions neuro-muscu-
laires et myotendineuses. Dans les myopa-
thies ou se produit une régénération,
I'utrophine est modérément surexprimée et
localisée le long du sarcolemme [12].

A la jonction neuromusculaire, I'utrophine
est colocalisée avec les récepteurs de
I’acétylcholine. Sa présence dépend de
facteurs de croissance d’origine présynap-
tique comme I’héréguline. Le rdle de
I’utrophine reste mal précisé, I'inac-
tivation de son geéne chez la souris
n’entrafnant ni morbidité ni troubles
notables de la transmission synaptique.
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L’utrophine pour remplacer la dystrophine:
« Putrophinothérapie »

’homologie structurale entre utrophine et dystrophine
suggere que la premiere puisse remplacer la seconde.
La faible surexpression spontanée d’utrophine dans la
myopathie de Duchenne pourrait jouer un réle compensateur retar-
dant I’évolution, mais insuffisant pour éviter I'issue fatale. Chez la
souris mdx, cette surexpression pourrait rendre compte du phénotype
myopathique léger, car ’absence combinée de dystrophine et d’utro-

contractions excentriques [18]. Cette correction fonc-
tionnelle compléte a été obtenue pour la lignée Fiona
ol I’expression d’utrophine était 10 fois supérieure a
I’expression spontanée chez la souris mdx. Des correc-
tions incomplétes ont été obtenues pour les lignées
exprimant moins d’utrophine.

Une autre fagon d’obtenir une surexpression d’utro-
phine a été découverte fortuitement dans une
construction transgénique surexprimant la N-acétylga-
lactosamine-transférase. Cette enzyme, localisée a la

phine entraine une myopathie rapidement mortelle
[13, 14]. Trois circonstances favorables renforcent
I’intérét de I'utrophine comme substitut de la dystro-
phine: (1) le géne de I'utrophine est intact chez les
patients DMD; (2) la protéine étant exprimée, une
réaction immunologique adverse n’est pas a redouter;
(3) la surexpression générale de I'utrophine chez la
souris ne s’accompagne d’aucun signe pathologique.
Cet article fait le point sur les approches expérimen-
tales du traitement du déficit en dystrophine par sur-
expression de I'utrophine chez la souris mdx.

Approche transgénique

Le groupe de K. Davies et J. Tinsley a développé des
lignées de souris mdx transgéniques surexprimant de
grandes quantités d’utrophine dans les muscles [15].
Dans un premier temps, le transgéne inséré codait
pour une forme tronquée de utrophine, amputée
d’environ la moitié de sa partie centrale, mais préser-
vant les extrémités nécessaires aux interactions pro-
téiques. Par la suite, des lignées surexprimant la
molécule compléte ont été obtenues. Dans les deux
cas, le produit du transgene était abondant et localisé
sur le pourtour et la longueur des fibres, les foyers
dystrophiques typiques avaient pratiquement disparu
et les complexes dystro-sarcoglycanes (DAG) avaient
retrouvé leur localisation membranaire. Une étude
fonctionnelle entreprise par notre groupe a porté sur
les paramétres systémiques (CPK sérique), histolo-
giques (% de fibres a noyaux centraux), mécaniques
(force musculaire maximale et résistance aux
contractions avec étirements forcés, contractions
«excentriques»), métaboliques (régulation du pH
intracellulaire aprés contraction) et calciques
(contenu en calcium, concentration cytosolique de
calcium). Avec I’utrophine tronquée, nous avons
obtenu pour tous les parameétres étudiés, des récupé-
rations se situant dans une fourchette de 75-85%
[16, 17] (€ncadré 2). Avec I'utrophine compléte, la
récupération atteignait 100% pour divers parameétres
de la réponse mécanique, y compris la résistance aux

M/S n° 4, vol. 20, avril 2004

A

Sarcolemme Noyau Cellule satellite

Lame basale

T
e ar™>

Myoblastes

Cellule satellit
ellule satellite e

Fibre @ noyaux centraux

Fibre adulte

Figure 2. A. Localisation des noyaux des fibres musculaires et des cellules satel-
lites associées. La fibre musculaire est un syncitium multinucléé ol les noyaux
occupent une position périphérique, sous-membranaire. Intimement associées
a chaque fibre, mais distinctes d’elle, se trouvent les cellules satellites qui
représentent 2-3% du nombre total de noyaux. Les noyaux des cellules satel-
lites sont situés en dehors de la membrane plasmique, leur détection se fait par
immunomarquage avec des anticorps spécifiques. B. Etapes de la régénération
des fibres musculaires aprés nécrose, a partir des cellules satellites. Lors d’une
nécrose des fibres, accidentelle ou pathologique, la régénération musculaire se
fait a partir des cellules satellites qui se transforment en myoblastes mononu-
cléés et prolifératifs. Aprés quelques jours, ces myoblastes s’alignent bout a
bout et fusionnent pour donner des myotubes polynucléés ot les noyaux s’ali-
gnent en chaine au centre du myotube. Durant la croissance en fibre adulte, les
noyaux quittent cette position centrale pour se situer tous en périphérie
lorsque la différenciation compléte est atteinte. La fibre régénérée possede

des cellules satellites.



jonction neuromusculaire, assure la liaison de la 4 N-
acétylgalactosamine sur une structure antigénique gly-
coprotéique (CT antigen) découverte dans les lympho-
cytes T activés, mais également présente a la jonction
neuromusculaire. La surexpression de I’enzyme s’ac-
compagne de celle du CT antigen que I'on retrouve sur
tout le pourtour et la longueur des fibres musculaires.
Pour des raisons encore inconnues, on observe une
expression forte et généralisée d’utrophine [19]. Chez
la souris mdx, cette construction transgénique induit la
relocalisation des DAG et une réduction spectaculaire
de I’état dystrophique [20]. Le confinement de 'utro-
phine a la jonction neuromusculaire peut étre surmonté
en agissant sur des facteurs, par exemple enzyma-
tiques, qui y contribuent.

Chez les souris transgéniques, la surexpression de
I’'utrophine précéde la période ou apparaissent les pre-
miers signes de I’atteinte dystrophique. Les résultats
obtenus démontrent I’excellente efficacité de 'utro-

1. LES FIBRES MUSCULAIRES
A NOYAUX CENTRAUX (FNC):
UN INDICE AMBIGU D€ LA DYSTROPHIE

Les diverses étapes de la régénération qui suivent une
nécrose des fibres musculaires sont illustrées sur la
Figure 2B. Chez la souris, dans un muscle sain acciden-
tellement nécrosé, ces étapes se déroulent sur 15 a
20 jours. La présence de fibres musculaires a noyaux
centraux est donc le signe d’une régénération active qui
elle-méme succede a un épisode dégénératif antérieur.
La détection des FNC se fait plus facilement sur des
coupes histologiques transversales.

Dans une myopathie évolutive comme la dystrophinopa-
thie, les muscles des membres montrent en permanence
un pourcentage élevé (> 70%) de FNC, témoignant d’épi-
sodes répétés de dégénérescence/régénération. On
consideére classiquement qu’un traitement qui diminue le
pourcentage de FNC est efficace pour réduire la dystro-
phie. Mais les choses ne sont pas aussi simples. Chez la
souris mdx dgée de plus de 18 mois, on observe une
réduction du pourcentage de FNC qui peut correspondre,
soit a la diminution de I’état dystrophique, soit a I’épui-
sement progressif du potentiel de régénération. €n
outre, la persistance de la position centrale des noyaux
semble anormalement longue chez la souris mdx, comme
si le processus de régénération n’allait pas (pour des
raisons inconnues) jusqu’au bout de la différenciation.
Cela signifie qu’il peut y avoir un décalage temporel tres
important entre un épisode dégénératif et la présence de
FNC. €nfin, I'importance des FNC comme indice dyna-
mique d’un état de dystrophie/régénération varie consi-
dérablement selon les especes animales.
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phine dans la prévention de la dystrophinopathie. Pour
tester son efficacité dans la guérison de I'affection, il
faut déclencher la surexpression de I'utrophine apres
Iinstallation du processus dystrophique. C'est le but
des approches de transfection virale, de pharmacologie
et de transgenése conditionnelle.

Transfection virale

Celle-ci permet I'introduction, dans les fibres muscu-
laires, d’un transgene inséré dans le génome d’un vec-
teur viral non pathogene. Idéalement, il faudrait trans-
fecter I’ensemble de la musculature via la circulation
sanguine, mais seule Iinjection locale intramusculaire
de la suspension virale permet d’atteindre des taux d’in-
fections dépassant 25% des fibres d’'un muscle. Le rejet
immunologique du virus est fortement réduit si 'injec-
tion est faite a des souriceaux dont le systeme immuni-
taire est immature. Dans ces conditions, une expression
stable d’utrophine (> 60 jours) est obtenue dans 35%
des fibres du muscle [21]. On observe une réduction
significative des foyers inflammatoires, du pourcentage
de fibres centronuclées et de la sensibilité aux contrac-
tions excentriques. Cette approche a été étendue au
chien dystrophique dont on sait la gravité de "affection.
Aux sites d’injection, I’expression d’utrophine est stable,
dépasse nettement le niveau spontané, et s’étend a
I’ensemble du sarcolemme. On note une relocalisation
des DAG et une réduction nette des foyers nécrotiques et
de la fibrose. Les deux approches suivantes permettent,
en principe, une surexpression d’utrophine étendue a
toute la musculature.

Approches pharmacologiques

Héréguline

Lexpression de I'utrophine a la jonction neuromuscu-
laire étant sous la dépendance de facteurs neurotro-
phiques, il était logique de les utiliser pour augmenter
I’expression. Effectivement, I'injection intrapéritonéale
d’héréguline a la souris mdx pendant trois mois aug-
mente I'expression d’utrophine de 2-3 fois [22], sans
signe de toxicité systémique. On observe une réduction
modérée de la sensibilité aux contractions excentriques
et du pourcentage de fibres a noyaux centraux.

Activation de la NO synthase

Dans les fibres musculaires, I'expression de I'utrophine
est limitée a la période feetale qui est « récapitulée »
lors de la régénération qui suit une dégénérescence
accidentelle ou liée a une dystrophie active. La persis-
tance de I'utrophine le long des fibres dans la DMD pour-
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rait indiquer le maintien d’un certain état feetal. Consi-
dérant le gene de I'utrophine comme un gene feetal,
Chaubourt et al. ont cherché a le « réactiver » par
apport de monoxyde d’azote (NO) au moyen d’injections
intrapéritonéales répétées de L-arginine, substrat de la
NO synthase. Ces auteurs ont obtenu une surexpression
d’utrophine s’étendant a I’ensemble du sarcolemme,
chez les souris normales et dystrophiques [23]. Uimage-
rie fonctionnelle des muscles in situ, par résonance
magnétique nucléaire, montre une texture nettement
plus homogene que celle des muscles de souris mdx non
traitées. La force du diaphragme est améliorée [24].

Transgenése conditionnelle

Dans ce systéme, I'expression du transgene est condi-
tionnée a son interaction avec un élément transactiva-
teur. Le plus utilisé est une protéine se liant spécifique-
ment @ la tétracycline. €n présence de 'antibiotique,
I'interaction est inhibée et le transgéne reste inactif. Ce
contrdle est réversible et offre la possibilité de déclen-
cher ou de réprimer I"expression du transgene a n’im-
porte quel moment de la vie de "animal. Ce type de
construction génétique a été développé pour I’expression
conditionnelle de I'utrophine dans les muscles de souris
mdx & différents moments (avant et aprés la naissance),
suivie d’'une analyse de I’état dystrophique des muscles
a I'dge adulte (3 mois) [25]. Quantitativement, la sur-
expression par rapport a I’état mdx est modérée, bien
inférieure a celle obtenue dans la lignée transgénique
Fiona. Elle est cependant suffisante pour obtenir une
relocalisation des DAG, une réduction du pourcentage de
fibres centronucléées et une récupération de 40% pour la
résistance aux contractions excentriques [25]. Un cer-
tain niveau de guérison a donc pu étre obtenu.

Conclusions

La suppléance fonctionnelle de la dystrophine par 'utro-
phine est aujourd’hui démontrée, lorsqu’une surexpression
importante de I'utrophine est obtenue dés le stade
embryonnaire. Les surexpressions stimulées apres la nais-
sance ont donné des améliorations significatives, mais
I’état dystrophique persiste. On pourrait en conclure que,
si elle est efficace pour prévenir la dystrophie, I'utrophi-
nothérapie I’est beaucoup moins pour la guérir. Les
approches développées pour stimuler 'expression d’utro-
phine chez la souris mdx adulte ont, tout au plus, permis
d’augmenter celle-ci de 2 a 3 fois, nettement moins que
dans la lignée transgénique Fiona, ot aucun signe de dys-
trophie n’était plus détectable. Les résultats obtenus avec
la transgenése conditionnelle [25] indiquent que la quan-
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tité-seuil requise pour corriger un parametre déficitaire
differe selon le paramétre considéré. La dystrophie ne
pourra étre vaincue que lorsque la quantité d’utrophine
nécessaire a la correction du(des) paramétre(s) respon-
sable(s) aura été obtenue.

L'utrophinothérapie vise a étre un traitement causal. €n
cela, elle se distingue des autres approches thérapeu-
tiques qui cherchent a contrecarrer, en aval, les consé-
quences pathologiques de I’absence de dystrophine.
Comme le montre "ensemble des résultats rapportés ici,
cette voie est extrémement prometteuse, mais non encore
aboutie. Ueffort scientifique doit porter sur: la compré-
hension des mécanismes liant I’'absence de dystrophine et
la nécrose des fibres, pour distinguer le(s) facteur(s)
pathogénique(s) essentiels des symptomes associés; la
détermination du niveau d’expression d’utrophine requis
pour corriger ce(s) facteur(s); la compréhension des
mécanismes qui limitent I'expression de I'utrophine aux
jonctions neuromusculaires et myotendineuses; la décou-

2. COMMENT EVALUER L’EFFICACITE
D’UN TRAITEMENT?

Lefficacité d’un traitement se juge a la réduction des
symptomes. Dans le cas de la dystrophinopathie, une
amélioration sera marquée par la diminution de certains
paramétres (taux de CPK plasmatique) et laugmenta-
tion de certains autres (force isométrique). Comment
exprimer quantitativement I’amélioration dans une éva-
luation multifactorielle? Quel état de référence faut—il
prendre, I’animal sain ou 'animal malade ? Le calcul de
I’indice de récupération répond a ces deux questions.
Pour un parametre donné, on mesure d’abord la diffé-
rence entre les valeurs chez 'animal malade-traité et
chez I’animal malade; cette différence est ensuite rap-
portée a celle qui existe pour ce méme parametre entre
I’animal sain et I"animal malade:
(traité - malade)

bl L e V|
(sain - malade) 00

Indice de récupération =

Cet indice varie de 0 @ 100% selon que le traitement n’a
rien changé a la situation pathologique ou qu’il a permis
de récupérer la valeur normale du parameétre étudié.
Uindice est un nombre sans signe qui évite la confusion
résultant de parameétres évoluant en sens opposés. |l
permet d’apprécier la signification « opérationnelle »
d’un traitement. Supposons que celui-ci augmente la
force d’un muscle dystrophique de 100 a 120 milliNewton
(mN). Que représente ce gain de 20 mN par rapport au
déficit du a I’affection? Si la force du muscle normal est
de 500 mN, on voit que I'indice de récupération n’est que
de 5%. Cet indice permet de comparer I'efficacité de
traitements différents, expérimentés dans des labora-
toires différents.




verte d’agents capables de stimuler, chez I’lhomme,
I’expression d’utrophine au niveau requis pour corriger la
dystrophie apres la naissance. Ce dernier point implique le
criblage a haut débit sur des modeéles cellulaires pour la
découverte de molécules d’intérét qui devront étre ensuite
testées sur les modeles animaux, étape expérimentale
incontournable. Recherches fondamentales et appliquées
devront donc étre menées de front. ¢

SUMMARY

Utrophin, a way to cure Duchenne muscle dystrophy
Duchenne muscle dystrophy results from the absence of
dystrophin, a cytoskeletal protein of the muscle fibre.
Dystrophin plays an essential role in the integrity of the
membrane-associated protein complexes connected to
the extracellular matrix. On chromosome 6 is located the
gene of a protein presenting 80 % homology with dystro-
phin: utrophin, which is expressed at the neuromuscular
junction. The review examines if utrophin can replace
dystrophin and correct the structural and functional
characteristics of the myopathy, and how the improve-
ments can be quantitatively expressed. In transgenic
mice, deficient in dystrophin, but overexpressing large
quantities of utrophin, the latter is found on structures
where dystrophin is normally located, histological signs
of necrosis disappear and the recovery of functional
disorders, specially affecting the mechanical properties
of the muscle fibres, can be complete. The review exa-
mines also several ways of obtaining overexpression of
utrophin in adult mdx mice, such as conditioned expres-
sion of the utrophin transgene (using a tetracycline-
sensitive transactivator), transfection with viral vectors
containing the utrophin cDNA (complete or truncated),
actions on factor(s) controlling utrophin expression at
the neuromuscular junction (heregulin, 4 N-acetylga-
lactosamine), and pharmacological ways of inducing
expression (NO, arginine). Though partial improvements
of the myopathy status have been obtained by these
various approaches, they remain limited by their locali-
zed action and/or by the moderate level of utrophin
expression obtained. Further researchs to overcome
these limitations are urgently needed in order to trans-
form the very promising effect of utrophin overexpres-
sion into a real treatment of Duchenne myopathy. ¢
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