ticules vaccinales puissent se substituer
aux vaccins contre le VHB, avec "avan-
tage de pouvoir aussi protéger contre
le VHC. Ces particules présentent éga-
lement I’avantage de pouvoir étre pro-
duites selon les procédures établies pour
le vaccin contre le VHB, ce qui réduirait
les délais et colits de développement
industriel. Tous ces résultats obtenus
en modele animal nécessitent d’étre
confirmés chez I’homme, mais indiquent
néanmoins que la mise au point d’un
vaccin « bivalent », qui protégerait de
I'infection par ces deux agents majeurs
des hépatites virales humaines, repré-
sente une éventualité crédible. ¢

Towards a bivalent prophylactic vaccine
against hepatitis B and C viruses?
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Quand un régulateur
énergétique controle

la résolution de Pinflammation

L’AMPK induit le changement
de phénotype des macrophages
au cours de la régénération musculaire

Marine Théret, Bénédicte Chazaud, Rémi Mounier

> La régénération musculaire est un
processus largement étudié depuis de
nombreuses années. Cette capacité de
réparation du muscle est rendue possible
notamment grdce aux cellules souches
musculaires adultes, appelées cellules
satellites, présentes entre la lame basale
et la fibre musculaire [1]. A I’état basal,
ces cellules sont quiescentes. Lors d’une
|ésion, elles sont activées et proliferent
pour former une population de myo-
blastes qui, dans un second temps, soit
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s’engagent dans la voie de la myogeneése
- pour devenir myocytes et fusionner
pour former de nouvelles fibres rempla-
cant les fibres musculaires lésées -, soit
retournent dans un état de quiescence
pour former le réservoir de cellules satel-
lites (revue dans [1]). La coordination
de ces événements est finement régulée
au niveau de la cellule musculaire elle-
méme, mais également par son environ-
nement tissulaire. €n effet, différents
types cellulaires sont nécessaires a une
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bonne régénération musculaire, dont les
macrophages [2].

Les macrophages : cellules
immunitaires indispensables

a la régénération musculaire

Les macrophages, principalement connus
comme "'une des premieres défenses de
I’organisme face a une infection, ont
aussi d’autres réles. Leur participation
a la réparation de nombreux tissus a
ainsi été mise en évidence ces dernieres
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Wild type

AMPKol ™

M1

M2

Figure 1. Réle des macrophages sur la myogenése in vitro. Le milieu conditionné de macrophages
normaux (WT) et déficients en AMPKoLl (AMPK o™~ est déposé sur des myoblastes pendant 72 h.

Le marquage de la desmine (rouge) permet d’identifier la formation de structures différenciées

plurinucléées (noyaux en bleu, coloration Heescht), les myotubes.

années. €n cas de dommage tissulaire,
les monocytes circulants infiltrent les
tissus 1ésés [3, 4], se différencient en
macrophages et contrdlent Iinflamma-
tion pour activer les différentes étapes
de la réparation tissulaire. Les macro-
phages infiltrant le muscle endommagé
sont de type MI, pro-inflammatoire,
caractérisés notamment par une expres-
sion de TNF (tumor necrosis factor)-c et
d’IL (interleukine)-1f, et stimulent la
prolifération des myoblastes. Ces mémes
macrophages changent ensuite de statut
pour acquérir un phénotype anti-inflam-
matoire (M2) et participent a la myo-
genese en stimulant la différenciation
et la fusion des myoblastes, ainsi que
la croissance des nouvelles myofibres
[2, 3]. Les mécanismes moléculaires
régulant le changement de phénotype
des macrophages sont mal connus. Deux
voies ont été récemment impliquées : la
voie CEBPB (CCAAT/enhancer-binding
protein B) et la voie P38/MKP1 [5, 6].

L’AMPK, senseur énergétique,

mais pas seulement

UAMPK (AMP-activated kinase) est le
principal senseur énergétique des cel-
lules. Cette molécule, composée de
trois sous-unités (o : catalytique et

m/s n° 1, vol. 30, janvier 2014

B, v : régulatrices) est activée par
différentes kinases comme LKBI ou
CAMKKB [6], mais
également par des
taux élevés d’AMP
présents dans la cellule [13] (=¥).

Les cibles métaboliques de I"AMPK sont

(=») Voir la synthése de
M. Foretz et B. Viollet,
page 82 de ce numéro

trés bien décrites dans la littérature (revue
dans [7]). CAMPK joue également un rdle
dans la régulation du cycle cellulaire, de
la polarité cellulaire, et plus récemment,
a été impliquée dans I'inflammation.
L'activité de I’AMPK est associée a une
diminution de I'expression de molécules
pro-inflammatoires par le macrophage
en présence de bactéries [8]. Nous avons
exploré le role de ’AMPKaLl, seule isoforme
catalytique exprimée par les macrophages
[91, dans le changement phénotypique des
macrophages au cours de la régénération
musculaire.

La délétion de I’AMPKal alteére

la régénération musculaire in vivo

La délétion de ’AMPKoll dans les macro-
phages engendre un défaut de la régé-
nération musculaire du tibialis anterior
(aprés une Iésion induite par la cardio-
toxine) identifié par une augmentation
du pourcentage de fibres nécrotiques
sept jours apres le dommage, et par une

diminution de I'aire des fibres muscu-
laires nouvellement formées 14, 28, et
56 jours apres la blessure. A Pinverse, la
transplantation de moelle osseuse de
souris normales chez une souris receveuse
irradiée déficiente pour PAMPKall induit
une amélioration de la régénération mus-
culaire, induisant une augmentation de
la taille des nouvelles myofibres 14 jours
apres 'induction de la blessure.

Les macrophages déficients

pour ’AMPKoL1 n’acquiérent pas

le statut anti-inflammatoire in vitro
L'analyse in vitro du statut inflam-
matoire de macrophages dérivés de la
moelle osseuse de souris déficientes
pour ’AMPKal et cultivés en présence
de cytokines qui induisent I’état M2 (IL4,
IL10) [10] met en évidence une diminu-
tion du nombre de cellules exprimant des
marqueurs M2 (TGF [transforming growth
factor]-B1, CD206 [ou mannose recep-
tor], CD163, Arginase 1 et Mgll [macro-
phage galactose-type C-type lectin 1]) et
une augmentation du nombre de cellules
exprimant des marqueurs M1 (la chimio-
kine CCL3 ou MIP1a, iNOS [inducible nitric
oxide synthase] et Cox-2 [cyclo-oxygé-
nase-2]). €n outre, les propriétés tro-
phiques vis-a-vis des myoblastes de ces
macrophages déficients pour ’AMPKall
sont altérées. Notre groupe avait montré
précédemment que les macrophages pro-
inflammatoires de type M1 stimulent la
prolifération des myoblastes alors que les
macrophages anti-inflammatoires (M2)
agissent positivement sur leur différen-
ciation et leur fusion, conduisant a la
formation de nouvelles fibres musculaires
[2, 3]. Les macrophages déficients en
AMPKal activés par les cytokines pro-
M2 conservent la propriété de stimuler
la prolifération des myoblastes, et ont
perdu leur capacité de support de la
myogenése (Figure 1).

Les macrophages déficients en
AMPKo(1 n’acquiérent pas le statut
anti-inflammatoire in vivo

LU'analyse de I’expression protéique
des marqueurs de I'inflammation dans
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Figure 2. Réle de la voie CAMKK3-AMPK et de la phagocytose lors du changement de phénotype des macrophages.

des leucocytes extraits de muscle en
régénération montre une diminution
du pourcentage de cellules exprimant
les marqueurs M1 (CCL3, iNOS) et une
augmentation du nombre de cellules
exprimant les marqueurs M2 (TGFP1,
CD206, CD163, Arginase 1) avec le
temps. Cette cinétique, indicative de
la résolution de I'inflammation, n’est
pas observée dans les leucocytes défi-
cients en AMPKall, le niveau d’expres-
sion des marqueurs M1 et M2 restant
stable depuis les premiers jours apres
la Iésion. La non-acquisition du phéno-
type M2 a été confirmée in vivo chez la
souris CX3CRI®P/* qui permet de suivre
les sous-populations monocytaires et
macrophagiques [11]. Uanalyse du
pourcentage des populations F4/80%,
CX3CR1%, Ly6-C/G* (macrophages M1)
et F4/80"*, CX3CR1™, Ly6-C/G™ (macro-
phages M2) met en évidence un retard
d’apparition de la population M2 dés le
premier jour de régénération.

m/sn® 1, vol. 30, janvier 2014

La phagocytose est un mécanisme
essentiel au changement de phénotype
des macrophages via ’AMPK

La phagocytose de débris apoptotiques
et/ou nécrotiques est associée a I'ac-
quisition d’un phénotype anti-inflam-
matoire par les macrophages [3, 12].
Uactivité de phagocytose de myoblastes
apoptotiques/nécrotiques est fortement
réduite dans les macrophages défi-
cients en AMPKal. Ceci s’accompagne,
contrairement aux macrophages nor-
maux, d’une inhibition de I'acquisition
du phénotype anti-inflammatoire M2.
Lutilisation de souris déficientes et
d’inhibiteurs spécifiques a également
permis de montrer que le signal en amont
de 'activation de I’AMPK n’implique pas
la kinase LKB1, mais la CAMKKB (Ca?/
CaM-dependent protein kinase kinase
B), dont Pinhibition prévient I’acquisi-
tion du phénotype anti-inflammatoire
M2, notamment aprés phagocytose des
débris cellulaires.

€n conclusion

’ensemble de ces travaux, utilisant des
études de perte et de gain de fonction in
vivo, ainsi que des modeles de coculture
in vitro, démontrent un nouveau role de
la voie CAMKKB-AMPKatl associée a la
phagocytose des débris cellulaires dans
la résolution de I'inflammation au cours
de la régénération musculaire (Figure 2).
Ces données mettent en évidence un lien
entre la régulation du métabolisme et la
régulation de 'inflammation, primordial
dans la résolution de I'inflammation des
tissus. ¢

When regulation of cell energy meets
regulation of inflammation: AMPK
triggers skewing of macrophage
phenotype during skeletal muscle
regeneration
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Une toute nouvelle téte

pour ’ancétre des vertébrés

a machoires

Didier Casane, Patrick Laurenti

Comprendre la démarche

en biologie évolutive

Un fossile de placoderme, Entelogna-
thus primordialis, découvert en Chine et
récemment décrit dans la revue Nature
[1] vient d’apporter un soutien convain-
cant a une hypothése contre-intuitive :
I'organisation de la téte de I"ancétre des
gnathostomes (les vertébrés a machoires)
actuels ressemble plus a celle des
ostéichthyens (les vertébrés osseux, un
groupe qui comprend I’lhomme) qu’d celle
des chondrichthyens (les « poissons car-
tilagineux », comprenant entre autres les
requins) (Figure 1). Ce fossile est excep-
tionnel par la qualité de sa conservation,
son dge (environ 419 millions d’années),
mais surtout par I’hypothése évolutive
que 'on peut déduire de sa comparaison
avec d’autres vertébrés, hypothese qui
heurte le sens commun.

Le plus souvent I'annonce de la découverte
d’un nouveau fossile, aussi remarquable
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soit-il, ne souléve qu’un intérét limité,
réduit au petit cercle des paléontologues.
La découverte d’éntelognathus primordia-
lis, en revanche, a bénéficié d’une grande
publicité, justifiée par le fait qu’elle
concerne ’évolution de notre lignée. Les
commentaires rapportés dans les médias
généralistes (journaux, télés et web)
furent souvent fantaisistes (« un nouvel
ancétre », « les requins ne sont plus nos
ancétres directs », voire « un petit poisson
remet en cause [’évolution »). A de rares
exceptions pres, ces commentaires négli-
gerent "apport fondamental de ce fossile :
une nouvelle illustration que I’évolution
n’est pas un processus de complexification
croissante dont ’homme serait le der-
nier état et les autres especes les stades
intermédiaires. Ceci révele combien la
démarche en biologie évolutive demeure
mal comprise, ce qui entraine le plus sou-
vent le remplacement d’un concept erroné
par un nouveau concept tout aussi faux !

Nous souhaitons ici expliquer la démarche
qui permet de reconstruire I'organisation
de la machoire de I'ancétre des gna-
thostomes actuels en tenant compte
de celle du placoderme Entelognathus
primordialis. Cette démarche repose sur
deux principes : (1) aucun organisme,
actuel ou fossile, n'est I'ancétre direct
d’aucun autre organisme, un chafnon
manquant dans une lignée menant a une
espece actuelle; (2) toute hypothése
évolutive doit étre faite dans un cadre
phylogénétique [2-4]. Dans un numéro
récent de médecine/sciences, nous expli-
quions pourquoi il est primordial de tenir
compte des relations de parenté entre les
espéces, et pourquoi il faut éviter impé-
rativement de placer les espéces sur une
échelle linéaire pour reconstruire I’évo-
lution d’un caractere particulier ou d’une
organisme en son entier [2]. Nous avions
pris I'exemple des vertébrés pour illustrer
notre propos et mettre en évidence que
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