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Résumé

Résumé

Introduction : L'activation exacerbée des macrophages (M¢s) pro-inflammatoires "M1" peut

favoriser I'inflammation locale chronique des ilots pancréatiques et le développement du DT1.

Objectif : Dans cette étude, nous avons examiné les effets en ex vivo du sélénite de sodium
(Ss) sur la modulation immunitaire de I'activation globale des Més pro-inflammatoires humains
de type M1.

Méthode : Des expériences ont été menées sur des M dérivées de monocytes primaires
(MDM).

But : montrer que Ss aurait un effet immunomodulateur sur l'activité fonctionnelle des
macrophages pro-inflammatoires (M@s) lors de leur activation extracellulaire prolongée au
début du diabéte humain de type 1 (DT1).

Résultats : les taux d'IL-1B, de TNF-a, de H:O: et d'ions de calcium intracellulaires libres
(¥Ca?"), ainsi que les rapports IL-1B-a-IL-10 et TNF-a-a-IL-10 ont significativement augmentés
dans les M¢s de DT1 que dans M¢s de témoin sain. A linverse, la production d'IL-10 et
l'activité de l'arginase 1 (ARG1) ont baissé dans M¢s de DT1. De plus, le traitement par Ss a
induit une régulation négative sgnificative du burst respiratoire, des niveaux d'iCa?*, de
I'activité de I'oxyde nitrique (NO) , de NO inductible synthase (iNOS) associée au M¢ de type
M1, de la nécrose cellulaire et des biomarqueurs de nécroinflammation associés, y compris
IL-1B et TNF-q, et I'expression du CD14 , et les rapports de INOS-a-ARG1, IL-1B-a-I1L-10 et
TNF-0-a-IL-10. Cependant, Ss a régulé positivement l'activité du M¢ anti-inflammatoire « de
type M2 », comme en témoignent l'activité ARG1 et la production d'IL-10, ainsi que la capacité

de la phagocytose.

Conclusions : Ss exerce un puissant réle immunomodulateur sur les activités fonctionnelles
des M¢s de type M1 inflammatoires du DT1 humain, ainsi que sur la dichotomie de type
M1/M2. De plus, I'étude actuelle fournit une nouvelle approche thérapeutique utilisant Ss pour
promouvoir la fonction anti-inflammatoire de M¢s au début du DT1.

Mots-clés : spectre d'activation extracellulaire étendu, activités fonctionnelles des
macrophages, immunomodulation, macrophages primaires humains de type M1 dérivés de

monocytes, traitement au sélénite de sodium, diabéte de type 1.
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Abstract

AIM: The aim of study is to show that sodium selenite (Ss) would have an immunomodulatory
effect on the functional activity of proinflammatory macrophages (M@s) during their extended
extracellular activation at the onset of human type 1 diabetes (T1D).

Background: Exacerbated activation of proinflammatory “M1” macrophages (M¢s) can

promote chronic local pancreatic islet inflammation and T1D development.

Objective: We investigated the ex vivo effects of Ss on the immune modulation of global

activation of human proinflammatory M1-like M¢s.
Method: Experiments were carried out on primary monocytes-derived M¢s (MDMSs).

Results: The levels of IL-1B, TNF-a, H.O; and intracellular free calcium ions (iCa?*), and the
ratios of IL-1B-to-IL-10 and TNF-a-to-IL-10 were markedly increased in T1D M¢s than in
healthy control M¢s. Conversely, both IL-10 production and arginase 1 (ARG1) activity were
downregulated in T1D M¢s. Additionally, Ss treatment induced a marked downregulation of
respiratory burst, iCa?* levels, M1-like M¢-associated inducible nitric oxide (NO) synthase
(iNOS) activity, cell necrosis and related necroinflammation biomarkers, including IL-18 and
TNF-a, CD14 expression, and the ratios of iINOS-to-ARG1, IL-1B-to-IL-10, and TNF-a-to-IL-
10. However, Ss upregulated anti-inflammatory “M2-like” M¢ activity as demonstrated by

ARG1 activity and IL-10 production, as well as phagocytosis capacity.

Conclusions: Ss exerts a potent immunomodulatory role on functional activities of human
inflammatory T1D M1-like M¢s, as well as on the M1-like/M2-like dichotomy. Additionally, the
current study provides a novel therapeutic approach using Ss to promote the anti-inflammatory
function of M¢s at the onset of T1D.

Keywords: extended extracellular activation spectrum, macrophage functional activities,
immunomodulation, primary human M1-like monocyte-derived macrophages, sodium selenite

treatment, type 1 diabetes
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Les macrophages (M¢s) ont été identifiés comme I'un des effecteurs les plus critiques
des cellules de I'immunité innée qui infiltrent les ganglions lymphatiques pancréatiques (PLN)
et participe a la destruction des cellules B et au développement du DT1(Espinoza-Jiménez et
al., 2012). Les premiéres études démontrant la destruction des cellules des ilots par les Més
ont été réalisées par une co-culture avec des monocouches de cellules d'llots pancréatiques

de souris (Schwizer et al., 1984) .

La classification actuelle des M¢s en deux sous-types principaux, appelés Més
“classiquement" activés (M1) ou "alternativement” activé (M2), a conduit & montrer que le role
néfaste sur les cellules B est attribué au sous-type M1 (tuer/combattre le « monoxyde d'azote
[NO] ») en tant que phénotype pro-inflammatoire (Meares et al., 2013a; Van Gassen et al.,
2015) . En revanche, le sous-type anti-inflammatoire M2 (cicatrisation/réparation des plaies
« L-ornithine ») est connu pour réduire l'insulite et l'inflammation du pancréas en raison de la
production de cytokines anti-inflammatoires, comme [I'lL-10(Southern et al., 1990). De plus,
des preuves cumulatives suggérent que les dommages causés par les M¢ pro-inflammatoires
aux cellules B peuvent étre dus a leur activation exacerbée, chronique et incontrblée, qui
entraine une persistance de l'inflammation du pancréas (Stoffels et al., 2004). Ainsi, des
études, en exvivo ou in vitro, ont montré que leur activation « continue » et « globale/étendue»

serait d'un grand intérét de mimer leur réle fonctionnel au début du DT1.

La modulation du processus inflammatoire est I'une des principales approches
actuelles en immunothérapie du DT1. Il convient de noter que des preuves récentes suggerent
gue la supplémentation en sélénium, oligo-éléments, sous forme de sélénite de sodium (Ss,
Na.SeOs), peut étre tres efficace dans la modulation des réponses immunitaires innées et
adaptatives (Hoffmann and Berry, 2008; Xia et al., 2021) .

Dans les M¢s, il a été démontré que Ss exerce son effet anti-inflammatoire en
atténuant I'expression des genes pro-inflammatoires et du métabolite de la prostaglandine D2
(15-désoxy-delta-12,14-prostaglandine J, [(15d-PGJ.)]) qui sont reconnus pour étre induite
lors de processus inflammatoires (Shibata et al., 2002; Vunta et al., 2008).

De plus, il a été montré que Ss a la capacité de réguler négativement l'inflammation et
de favoriser le switch des M¢ d'un phénotype classiquement activé pro-inflammatoire a un
phénotype anti-inflammatoire pro-résolvant, dans lequel un rble clé a été attribué aux
prostaglandines cyclopenténones dépendantes de la cyclooxygénase (COX), A12-PGJ, et
15d-PGJ2, qui sont produites en présence de sélénoprotéines (Korwar et al., 2019; Nelson et

al., 2016). Sa capacité a réguler négativement l'inflammation a été liée a son incorporation
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dans les sélénoprotéines, tout en activant les voies de pro-résolution via la régulation
différentielle de deux facteurs de transcription, y compris l'inhibition du facteur nucléaire kappa-
lightchain-enhancer des cellules B activées (NF-kB) et I'activation du récepteur gamma activé
par les proliférateurs de peroxysomes (PPARYy) d'une maniére ligand-dépendante. Aussi, les
sélénoprotéines également régule a la baisse I'expression des génes inflammatoires par le
biais de mécanismes épigénétiques en diminuant I'acétylation de I'nistone H4 a K12 et K16
dans les promoteurs COX-2 et du facteur de nécrose tumorale (TNF) et de la sous-unité p65
du facteur de transcription sensible a I'oxydoréduction NF-kB (Narayan et al., 2015).

L'objectif de ce travail est de souligner, le réle majeur des M¢s dans le développement
du DT1 et I'exploration en ex vivo, les propriétés immunomodulatrices du Ss sur les activités

fonctionelles de ses derniers, consituant ainsi, une nouvelle cible thérapeutique.
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1.1. Diabéte de type 1
Définition

Le diabete de type 1 (également connu sous le nom de diabéte sucré) est une maladie
auto-immune caractérisée par l'infiltration des cellules immunitaires et I'inflammation des Tlots
de Langerhans pancréatiques appelée « insulite », dans laquelle les cellules B productrices
d'insuline du pancréas sont détruites entrainant une carence partielle ou absolue en insuline

(Figure 1.1) (Almahfoodh et al., 2017; Canivell and Gomis, 2014; Merger et al., 2013; von
Herrath et al., 2007).

Figure 1.1. Caractéristiques pathologiques du pancréas dans le DT1 (Atkinson et al.,
2014)

Infiltration d'flots (insulite) observée chez un patient atteint de diabéte de type 1
d'apparition récente. L'immunohistochimie montre la présence intra-ilots de cellules CD3
positives (marron) et de cellules alpha productrices de glucagon (rose). Image reproduite
avec l'aimable autorisation de M Campbell Thompson, Université de Floride, Gainsville,
Floride, Etats-Unis.

1.2. Classification du diabéte de type 1
Deux formes de DT1 ont été identifiées selon les systéemes de classification actuels :
le diabéte de type 1A (DT1A) et le diabete de type 1B (DT1B) (Merger et al., 2013) .

1.2.1. Le diabéte de type 1A (DT1A)

Le diabete de type 1A est une destruction auto-immune chronique des cellules B
pancréatiques, avec a la fois une prédisposition génétique et la présence d'auto-anticorps
dans le sérum contre les cellules des filots (ICA ), l'insuline (IAA, jusqu'a 90% de la premiére
manifestation chez les trés jeunes enfants), la glutamate décarboxylase 65 (anticorps GAD65),
la tyrosine phosphatase (IA-2) ou transporteur de zinc 8 (ZnT8) ( Bottazzo et al., 1974; Verge
et al., 1994).
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1.2.2.Le diabéte de type 1B

Le diabéte sucré de type 1B décrit des patients atteints de carence en insuline et
absence de preuve d'auto-immunité a cellules B. Patients sans autre cause connue de
destruction des cellules B, sont désignés comme idiopathiques ou atteints de diabéte sucré de
type 1B (Imagawa et al., 2000). Il est beaucoup moins fréquent, n'a pas de cause connue et
survient principalement chez les personnes d'origine asiatique ou africaine, qui présentent
divers degrés de carence en insuline entre les épisodes sporadiques d'acidocétose (Daneman,

2006).

1.3. Les facteurs de risque de la maladie

1.3.1. Facteurs génétiques

La maladie est un trouble polygénique dont de nombreux genes contribuent a divers
niveaux de risque génétique pour le développement de DT1. Les génes conférant un risque
de diabéte sont généralement classés en tant que génes HLA (Human- leukocyte- antigen)
et non HLA. Le principal déterminant de la sensibilité génétique au DT1, contribuant a plus de
50% du risque génétique, est attribué aux alleles IDDM1 (diabéte sucré insulino-dépendant)
localisé sur le locus du complexe HLA (principalement la région DR-DQ de classe Il) situé sur
le chromosome 6 (Anjos and Polychronakos, 2004; Simmons, 2015). Parmi les génes non
HLA, linsuline et la protéine tyrosine phosphatase non-récepteur de type 22 (PTPN22)
conférent un risque de développement du D1T mais a des degrés moindres que les genes
HLA (Polychronakos and Li, 2011). A l'instar des génes HLA de classe Il, les polymorphismes
du géne de l'insuline peuvent conférer une sensibilité au développement du DT1 (Bradfield et
al., 2011; Steck et al., 2009) (Figure 1.2).

Chromasome 6
Long arm Short arm

HLA region
6p21.1-21.3

Class Il Class Il Class |

' f
( DP DM [a]e] DR]@CZHSp?OTNF} B C E A G F]

Figure 1.2. Carte de larégion du complexe HLA DR-DQ-DP sur le chromosome 6
humain, avec larégion de classe Il (Regnell and Lernmark, 2017).



Chapitre 1. Revue de la littérature

1.3.2. Facteurs immunologiques

Parmi les facteurs immunologiques qui contribuent au développement de la maladie
est I'apparition des auto-anticorps tel que glutamic acid decarboxylase 65 (GAD65), insulin, et
tyrosine phosphatase—like protein (IA-2 orlA-2b) et zinc transporter 8(ZnT8) (Watkins et al.,
2014).

1.3.3. Facteurs environnementaux
Des études sur I'étiologie du DT1 suggérent que certains mécanismes immunogenes
prédisposent a un risque accru de développer la maladie a partir de facteurs

environnementaux (Hagglof et al., 1991).

Les infections, principalement les infections virales sont considérées comme une
cause potentielle du DT1, bien que les bactéries ne soient pas exclues comme cause de Iésion
pancréatique. De nombreuses études conduites sur des modéles animaux et chez les étres
humains, incriminant plusieurs virus, y compris les entérovirus. Ces virus ont un tropisme pour

les Tlots pancréatiques humains in vivo et in vitro (Rewers and Ludvigsson, 2016).

En outre, I'impact de l'alimentation dans le développement du DT1 a été mis en
évidence depuis longtemps. Un lien entre I'introduction précoce du lait de vache et 'apparition
du DT1 a fait 'objet de nombreux travaux opposés, certaines études n’ont montré aucun lien
entre I'exposition précoce au lait de vache et le DT1 (Frederiksen et al., 2013), alors que
d’autres travaux ont indiqué que l'introduction de ce dernier dans les premiers 6 a 8 mois de
la vie présentaient un risque faible (Knip et al., 2010).Tandis que la consommation plus élevée
de lait de vache pourrait favoriser la progression vers le DT1 chez les enfants (Lamb et al.,
2015). De plus, I'exposition a un age précoce aux céréales(contenant du gluten et sans gluten)
ainsi qu’aux ceufs étaient associées a un risque accru d’auto-immunité des 1lots pancréatiques

(Rewers and Ludvigsson, 2016).

Cependant, plusieurs travaux conduits sur les vaccins I'on mis hors de cause et ont
conclues que ces derniers n'augmentent pas le risque de DT1 chez les enfants (Morgan et al.,
2016), et aucune association n’a été détectée avec la destruction auto-immune des cellules
B (Graves et al., 1999; Hummel et al., 2000) ou le DT1(Jefferson and Demicheli, 1998; Offit
and Hackett, 2003). Certains facteurs environnementaux potentiels pour le DT1 sont
étroitement associés au développement et a la fonction du microbiote humain. Les microbes
intestinaux influencent le métabolisme des lipides et du glucose, ainsi que l'immunité et
l'inflammation systémique a l'extérieur de l'intestin (Maslowski and Mackay, 2011; Wen et al.,
2008). Certains ont signalé une diversité microbienne plus faible chez les enfants atteints
d'auto-immunité des flots pancréatique avant la progression vers la maladie, par rapport aux

témoins sains (Brown et al., 2011; de Goffau et al., 2013; Kostic et al., 2015). La figure ci-



Chapitre 1. Revue de la littérature

dessous résume les déclencheurs environnementaux et facteurs de 'auto-immunité des ilots
pancréatiques et promoteurs de la progression vers le DT1 pour lesquels une association a
été suggérée (Figure 1.3).

| Genetic Predisposition (eg. MHC II and others) | | Environmental Factors (eg. virus, diet, toxin) |
|
v
B cell-specific autoimmunity
v
Antigen processing by APC

Antlgen presentatlon to Th cells
(DCs, macrophages_g cells

»°
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TNF-o, TNF- ﬁ
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Figure 1.3. Facteurs de risque responsables du développement du DT1 (Yoon and Jun,
2005).
1.4. Immuno-pathogénése du DT1
Nombreuse études montrent que I'immunité innée et adaptative contribuent dans la
pathogénése de la maladie, avec la participation non seulement des lymphocytes TCD4+,
TCD8+ et les lymphocytes B mais aussi des cellules comme les M¢s, les cellules NK et NKT
et les cellules dendritiques causant ainsi linflammation caractéristique des cellules 3

pancréatique appelée « insulite » (Baumann et al., 2012).

Les lymphocytes auto réactifs CD4 * et CD8 * et les M¢s sont les premiéres cellules
infiltrant les 1lots de Langerhans pour initier la maladie (Chentoufi et al., 2011). La production
des cytokines interféron-y (IFN-y), interleukine-2 (IL-2) et le facteur de necrose —3 (TNF-B) par
les lymphocytes T auxiliaires (helper) (Thl) induit une cascade de processus immunitaire
/inflammatoire dans les ilots de Langerhans, aboutissant a la destruction des cellules B.
Cependant, le role de ces les cytokines dans la pathogenése du DT1 est complexe. Par
exemple, I'IFN-y joue un réle dans la destruction des cellules  via un signal transducteur et
activateur de la voie de transcription-1 (STAT-1). De plus, linteraction spécifique des

lymphocytes TCD8+ avec les cellules 3 pour les détruire s'accomplit par contact cellulaire, par
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un processus cytotoxique, ou par d'autres facteurs y’compris la libération de cytokines pro-
inflammatoires, de granzyme B ou de perforine, et peut-étre par la signalisation et les voies de
la mort cellulaire programmée (apoptose). L’expression des molécules de CMH de classe |
par les cellule pancréatique B les rendent plus susceptible a la destruction directe par les
lymphocyte TCD8+ cytotoxique (CTL), suite a la reconnaissance du complexe peptide-CMH
de classe 1. Alors que la sécrétion de certaines cytokines est nécessaire telle que IL-21, pour
activer les lymphocyte TCD8+ auto- réactifs qui pourraient détruire rapidement les cellules 3
et donc contribuer au développement de DT1. D’autre facteurs clés pouvant entrainer la mort
des cellules B sont les lymphocytes CD8 + cytotoxiques sécrétant la perforine, I'action directe
des cytokines telles que IFN-y, TNF-a et IL-1B, les interactions Fas-Fas-L (Li et al., 2014).

En outre, les lymphocytes B et leurs produits peuvent promouvoir I'auto-immunité par
plusieurs mécanismes, notamment la production d'auto-anticorps avec la génération
conséquente de complexes immuns, la présentation de l'antigéne pour générer des réponses
primaires auto-réactives des lymphocytes T et la contribution au maintien de la mémoire des
lymphocytes T CD4+ ou production de cytokines pro-inflammatoires (Cox and Silveira, 2009;
O’Neill et al., 2009). (Figure 1.4).
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Figure 1.4.Cross talk entre les cellules du systeme immunitaire et lesflots de
Langerhans (Roep, 2003).

1.5. Monocytes et Macrophages

1.5.1. Monocyte et macrophages, cellules du systéeme des phagocytes mononuclées

1.5.1.1. Origine et hétérogénéité des monocytes
Les monocytes sont des cellules phagocytaires issu des cellules souches
hématopoiétiques pluripotentes (HSCs : haematopoietic stem cells) dans la moelle osseuse

et la rate, qui se différencient en des précurseurs myéloide. Les précurseurs myéloides
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communs a partir de HSC (CMP, common myeloid progenitors) (Yang et al., 2014), le
précurseur myéloide est commun aux granulocytes et aux monocytes. Les étapes de
différenciation des monocytes sont essentiellement dépendantes du facteur de croissance M-
CSF (Macrophage-colony stimulating factor ou CSF-1). Les monocytes, M¢s, cellules
dendritiques et leurs précurseurs partagent d’ailleurs le récepteur au M-CSF (CSF-1R) comme
caractéristique (Auffray et al., 2009). Les monocytes migrent de la moelle osseuse pour aller
dans la circulation sanguine (Auffray et al., 2009). Avant de migrer dans les tissus par
diapédese et de se différencier en Mé¢s tissulaires (Guilliams et al., 2018). Les monocytes
représentent environ 10% des leucocytes du sang circulant de 'Homme (Geissmann et al.,
2010) (Figure 1.5). Les monocytes circulants sont les précurseurs des cellules phagocytaires
et présentatrices d’antigéne dans les tissus, que sont les cellules dendritiques et les M¢s
(Guilliams et al., 2018). Les monocytes sanguins humains sont morphologiquement et
fonctionnellement hétérogénes, cette hétérogénéité est basée sur I'analyse de I'expression
des molécules de surface spécifiques notamment le CD14 et le CD16 (FcyR-Ill) (Yang et al.,
2014). Les monocytes sont ainsi divisés en 3 sous-ensembles: la population majoritaire (plus
de 80-85% des monocytes), n’exprimant pas le CD16 (CD14++,CD16-), appelée monocytes
« classiques »; est trés phagocytaire et pro-inflammatoires se caractérisent par la production
de cytokines telles que le TNF-a, IL-1B (Belge et al, 2002), les monocytes «intermédiaires»
CD14++CD16+ et les monocytes «non-classiques» CD14+CD16++, représentant,
respectivement, 4 a 5% et 7 a 10% des monocytes (Kapellos et al., 2019). Ces sous-types de
monocytes expriment différemment des molécules d'adhésion et des récepteurs aux

chémiokines impliqués dans I'adhésion et le recrutement de monocytes (Wong et al., 2011).

Bone marrow Peripheral blood
CQI GR1
HSC G M-CFU Monct l st h)x >nocyt rfu nmatory RL sident
monoccyte monocyte

Figure 1.5.0rigine des monocytes (Mosser et al, 2008)

1.5.1.2. Macrophages

Les M¢s sont des phagocytes mononucléaires qui sont largement distribués dans tout
lorganisme (Sumiya et al., 2015). Les monocytes constituent la principale source de M¢s
tissulaires nouvellement recrutés dans plusieurs maladies (Gordon and Martinez, 2010). Leurs
différenciation et leurs activation dépendent de plusieurs facteurs tels que les facteurs de
croissance et de différenciation spécifiques, leurs récepteurs, les voies de signalisation et les
facteurs de transcription (Mosser and Edwards, 2008). Ces cellules se caractérisent par une

plasticité importante (Wynn et al., 2013). ils sont équipées d'une large gamme de récepteurs
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de reconnaissance des pathogenes qui les rendent efficaces a la phagocytose et induisent la

production des cytokines inflammatoires (Geissmann et al., 2010).

De plus, ils ont une double fonction, dans la promotion et la régulation de l'inflammation
et jouent un role d’intermédiaire entre les réponses immunitaires innée et adaptative pour
maintenir ’homéostasie immunologique (Gordon and Martinez, 2010; Wynn et al., 2013) et

contribuent au remodelage des tissus et a la cicatrisation des plaies (Zhang et al., 2008).

1.5.1.3. Origine et différenciation des Macrophages

lls se développent principalement a partir des cellules souches hématopoiétiques via
des progéniteurs de la moelle osseuse et des monocytes sanguins. Cependant, il a été
récemment démontré que les principales populations de M¢s peuvent étre dérivées de
progéniteurs embryonnaires dans le sac vitellin (Fan et al., 2016; Sieweke and Allen, 2013)
(Figure 1.6).

3
Em=orprm;

Figure 1.6. Origine du macrophage (Sieweke and Allen, 2013).

Les monocytes, provenant des tissus hématopoiétiques, pénétrent dans la circulation
au terme d'une succession d'étapes de prolifération et de différenciation. Les monocytes
quittent ensuite rapidement le pool circulant, pour se répartir dans les compartiments
tissulaires. Dans une derniere étape de maturation, ils acquierent, sur place les
caractéristiques morphologiques, cytochimiques et fonctionnelles du M¢. La maturation est un
processus irréversible. Les M¢s tissulaires sont répartis aux points stratégiques de
l'organisme, susceptibles d'étre une porte d'entrée pour les micro-organismes. Les M¢s
tissulaires ne regagnent pas la circulation générale, et semblent donc mourir sur place. Le
renouvellement des M¢s tissulaires est assuré pour 95% par l'afflux de monocytes du sang
périphérique, les 5% restant, résultent de la multiplication locale de M¢s fraichement recrutés
de la moelle osseuse dans les 24 heures précédentes. Ce turn-over est augmenté lors de
réaction inflammatoire (van Dissel et al., 1987).

La répartition des M¢s tissulaires et leur dénomination sont répertoriées dans le tableau

10
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suivant.
Tableau 1.1. Larépartition tissulaires des macrophages et leur dénomination
(Italiani and Boraschi, 2015).

Organe Dénomination

Poumons Macrophages alvéolaires
Séreuses macrophages pleuraux,
rate macrophages spléniques,
organes lymphoides macrophages, cellules
reins macrophages glomérulaires
foie cellule de Kupffer

peau cellules de Langerhans
systéme nerveux central cellules de la microglie

1.5.1.4. Fonction
Bien que les M¢s dans les tissus acquiérent des phénotypes morphologiques et
fonctionnels spécifiques selon le microenvironnement dans lequel ils résident, d’apres Italiani
and Boraschi, (2015), certaines de leurs fonctions sont les mémes dans les tissus telles que :
e La surveillance qui maintient ’homéostasie tissulaire (reconnaissance et élimination
des cellules apoptotiques et les cellules sénescentes).
e La fonction protectrice et la régulation de I'inflammation (réaction a l'infection et aux
Iésions tissulaires en initiant, développant, résolvant une réponse inflammatoire).
e La détoxification de substances exogénes.

e Ladestruction de micro-organismes et de cellules tumorales.

1.5.2. Récepteurs et marqueurs membranaires des macrophages

Les M¢s sont des cellules extrémement versatiles qui adoptent des phénotypes
cellulaires distincts en réponse aux changements du microenvironnement. Cette diversité
phénotypique est associée a I'expression de nombreux récepteurs et marqueurs
membranaires reconnaissant des signaux qui ne se produisent pas dans les tissus sains
(Juhas et al., 2015). Ces derniers contribuent dans la diversité fonctionnelle de ces cellules et
facilitent la phagocytose, I'endocytose et la détection des molécules virales, bactériennes et
parasitaires (Ocafia-Guzman et al., 2018). Les M¢s recoivent des signaux de danger, envoyés
par des substances étrangéres, de cellules mortes ou mourantes et signaux liés a des agent
pathogenes envahissant via les récepteurs de type PRR (pattern recognition receptors) y
compris les TLRs (Toll-like receptors), les CLR, les récepteurs scavengers, les récepteurs de
'hélicase (RLR) de type géne 1 inductible par I'acide rétinoique (RIG1) et les NLR(NOD-Like

receptors) (Nazimek and Bryniarski, 2012). De méme, pour le CD14 (cluster of différenciation
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14) qui est décrit comme un antigene de différenciation et exprimé a la surface de nombreuses
cellules de la lignée myéloide comme les M¢s. Cette molécule serait un récepteur pour le LPS,
composant de la paroi des bactéries Gram-négatives et est connue dans la clairance
phagocytaire des cellules apoptotiques (Zamani et al., 2013). Le tableau ci-dessous récapitule
la majorité des marqueurs membranaires du M¢ .

Tableau 1.2. Récepteurs et marqueurs membranaires du macrophage

Grassin-Delyle et al., 2020; Kozloski, 2019).

Récepteurs/marqueurs | Protéines

NOS2 Nitric oxyde synthase 2

Adgrel / F4/80 adhesion G protein-coupled receptor E1

CCL22 C-C motif chemokine ligand 22

CD1A CDla

CD1C CDl1c

CD11B/ ITGAM integrin subunit alpha M

CD14 CD14

CX3CR1 C-X3-C motif chemokine receptor 1

CXCL10 C-X-C10 motif chemokine ligand 10

HLA-DRA Major complex histocompatibility class II,DR alpha 1
HLA-DRB1 Major complex histocompatibility class II,DR betal
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3

TLR1 Toll like receptor 1

TLR2 Toll like receptor 2

TLR4 Toll like receptor 4

TLR5 Toll like receptor 5

TLR6 Toll like receptor 6

1.5.3. Activation des macrophages

Les nombreuses fonctions acquises par les Més résultent de I'activation de multiples
voies de signalisation apres que ces cellules ayant recu de divers signaux de dangers
(Langston et al., 2017) .

Bien que, les voies de signalisation puissent différer considérablement les unes des
autres, elles déclenchent toutes une signalisation inflammatoire de base qui est essentielle
pour l'inflammation aigue. L’activation des voies MAPKs (mitogen—activated protein kinase
,NF-kB (nucleor factor —kB), et des IRF (inteferon regulatory Factor), ménent toutes a
I'expression transitoire des chemokines, des cytokines et des médiateurs inflammatoire (Juhas
et al., 2015).
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1.5.4. Polarisation des macrophages

Les M¢s sont une population hétérogéne de différents sous-types cellulaires ayant des
fonctions différentes parfois opposées. Ces derniers représentent une large gamme de
cellules qui selon, le tissu et les signaux qu’ils regoivent dans le microenvironnement dans
’homéostasie et la maladie, peuvent changer leur phénotype et leur propriété fonctionnelle
(Horwood, 2016). Ainsi, la polarisation des M¢s est déterminée par les cytokines et autres
médiateurs qu'ils rencontrent. Différents sous-types de Més exercent des rbles pro-
inflammatoires ou anti-inflammatoires (Fan et al., 2016). Deux principaux phénotypes de Més
ont été décrits, les M¢s activés classiquement (CAMe@s) et macrophages activés

alternativement (AAMgs) (Espinoza-Jiménez et al., 2012; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

1.5.4.1. Macrophages activés classiquement (CAMgs) M1

Leurs activation est induite principalement par les cytokines de type Thi,
essentiellement I'NFN-y, ainsi qu’en réponse a des produits microbiens, tels que les LPS
bactériens. Par ailleurs, ils jouent un réle important dans la défense de I'héte (Mosser and
Edwards, 2008). Morphologiquement, ils sont caractérisés par la présence de nombreux
récepteurs comme les TLRs (TLR-2, TLR-4), CD80, CD86, I'expression d'iNOS et phénotypes
de surface du CMH de classe Il. lIs libeérent diverses cytokines et chémiokines (par exemple,
TNF-a, IL-1q, IL-1B, IL-6, IL-12, CXCL9 et CXCL10) qui exercent une rétroaction positive sur
les M¢s non polarisés.

En termes moléculaires, la panoplie de génes qui est déclenchée lors de l'activation
des M1 est induite par une combinaison de facteurs de transcription. Ceux-ci incluent le
transducteur de signal et l'activateur des molécules de transcription (STATL1,), qui sont
activées aprés la ligature des récepteurs IFNy, et le facteur nucléaire kB (NFkB) et les
protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK), qui sont activées a leur tour en réponse
a la ligature des récepteurs TLR ou TNF. Autrement dit, ces facteurs attirent davantage de
M¢s non polarisés vers I'état M1. Il a été démontré que des facteurs de transcription clés, tels
gue NF-kB, STAT1, STATS5, IRF3 et IRF5, régulent I'expression des génes M1 (Yao et al.,
2019)(Figure 1.7).

1.5.4.2. Macrophages activés alternativement (AAMeos ) M2

La polarisation M2 se produit en réponse a des signaux de cytokines tels que (IL-4, IL-
13, IL-10, IL-33 et TGF-B). Seules IL-4 et IL-13 induisent directement I'activation des M2, tandis
gue d'autres cytokines comme IL-33 amplifie I'activation de ces cellules en produisant des
cytokines de type Th2. lls peuvent, en outre, étre identifiés par I'expression de marqueurs de
surface, comme le récepteur du mannitol, CD206, CD163, CD209, Fizz1 et Ym1/2. Il a été
démontré que des facteurs de transcription clés, tels que STAT6, IRF4, JMJD3, PPARDS et

PPARYy régulent I'expression des génes M2. Jusqu'a présent, la voie STAT6 a été considérée

13



Chapitre 1. Revue de la littérature

comme la voie pour activer les Mds M2 (Yao et al., 2019). De plus, les AAM¢ produisent de
l'urée, des polyamines et de la L-ornithine, en raison de la forte expression de I'enzyme
arginase-1 (ARG-1), qui entre en compétition avec I''NOS, pour son substrat commun, la L-
arginin, réduisant ainsi les niveaux de sécrétion du NO. lls sécrétent des niveaux modérés
d'IL-10 et de TGF-pB et niveaux faibles ou nuls des cytokines pro-inflammatoires sécrétées par

les CAM¢s (Espinoza-Jiménez et al., 2012) (Figure 1.7).

LPS, IFN-y, TNF-a IL-4, 1L-13, IL-10, IL-21

CD80

CD86

w ) g EOCR
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STAT3, STAT6, IRF4,
CD209

KLF4, JMJD3, PPARS, A

PPARy, cMaf, cMye
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activity, tissue damage and immunomodulation, tumor formation

and progression

Figure 1.7. Différents stimuli, marqueurs de surface, cytokines sécrétées et fonctions
biologiques entre les macrophages M1 et M2 (Yao et al., 2019).

1.5.5. Génération des macrophages M2

Il existe différents types de polarisation des Mgs M2 en réponse a des facteurs de
stimulation, notamment les cytokines (IL-4,IL10 et IL13), les glucocorticoides, les complexes
immuns (Cl) et Le LPS et en fonction des signaux inducteurs (Wang et al., 2019). Cette
classification distingue M2a, M2b, M2c et M2d. Ces M¢s different par leurs marqueurs de
surface cellulaire, leurs cytokines sécrétées, et leurs fonctions biologiques (Yao et al., 2019),

Figure 1.8.

1.5.6.Sous-types de macrophages M2
Les sous-types des M¢s M2 regroupe les Ms M2a,M2b, M2c et M2d (Yao et al.,

2019).

1.5.6.1.Les macrophages M2a
L’activation du M¢$ M2a est induite en réponse aux IL-4 et IL-13. Ces cellules entrainent
une forte expression de I'lL-10, du TGF-B, CCL17, CCL18 et du CCL22, de plus, ils renforcent
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l'activité endocytaire, favorisent la croissance cellulaire et la réparation tissulaire (Yao et al.,
2019).

1.5.6.2.Les macrophages M2b

Pour la génération des M¢s M2b, deux signaux principaux doivent étre requis. Le
premier signal est induit par différentes molécules, telle que la fixation des complexes immuns,
corps apoptotique ou de I'lL-1. Le second signal peut étre fourni par la reconnaissance de
récepteurs de type Toll (TLR). Ces M¢s libérent des cytokines pro et anti-inflammatoires,
comme TNF-a,IL-1B,IL-6 et IL-10. Ces cellules régulent I'étendue et la profondeur des

réponses immunitaires et les réactions inflammatoires (Wang et al., 2019).

1.5.6.3.Les macrophages M2c

Les M¢s M2c, également appelés M¢s inactivés, sont induit par les glucocorticoides,
IL-10 et TGF-B. Ces cellules sécrétent essentiellement IL-10 ,TGF-B, les chemokines CCL16
et CCL18 (Zizzo et al., 2012) qui jouent un réle dans le recrutement des éosinophiles et les
lymphocytes T naifs (Mantovani et al., 2004). lls sont impliqués dans la phagocytose des

cellules apoptotiques (Yao et al., 2019).

1.5.6.4.Les macrophages M2d

lls sont Induits par les antagonistes des TLRs, les M¢s M2d sont essentiellement
producteurs d’IL-10 et vascular endothelial groth factor (VEGF). Ces derniers favorisent
'angiogenése et la progression tumorale (Ferrante et al., 2013). La figure ci-dessous résume

les caractéristiques des sous-types des M¢s M2.
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Figure 1.8. Caractéristiques des sous types des macrophages M2 (Yao et al., 2019).
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1.5.7.Réle dans 'immunité innée

1.5.7.1.Burst respiratoire
Le burst respiratoire, également appelé stress oxydatif est défini par une libération
rapide des especes réactives de 'oxygene a partir de différents types de cellules, y compris

les cellules immunitaires comme les Més (Yang et al., 2016).

1.5.7.1.1. Monoxye d’azote

Le NO est une biomolécule importante du systéme immunitaire qui joue un réle dans
la signalisation cellulaire et posséde de nombreuses fonctions biologiques, notamment
limmuno-modulation, I'inflammation, I'élimination des microbes et des parasites ainsi que les
cellules tumorales (Shreshtha et al., 2018). La synthése du NO est catalysée par un groupe
d’enzyme appelé la NO synthase (NOS), par une succession de réaction redox, par conversion
de la l-arginine en NO et I-citrulline via le métabolite intermédiaire n-hydroxy-l-arginine
(NOHA), en présence de l'oxygéne moléculaire (O2) et NADPH (nicotinamide-adenine-
dinucleotide phosphate), Il existe trois isoformes de NOS : deux NOS constitutives, la NOS
neuronale (nNOS) et la NOS endothéliale et une NOS inductible, figure 1.9 (Palmieri et al.,
2020).

@
H2N NH HoN N—OH
2 Y 2 2 \I/ o NH2

NH NH NH
1 NADPH 0.5 NADPH
«N=0O
Oz HO0 O, HZ0
@ ®
HaN cod® H3N cod® H:Sf. coc®
L-Arginine N®Hydroxy-L-Arginine L-Citrulline Nitric Oxide

Figure 1.9. Réaction chimique de synthése du NO par NOS (Wei et al., 2003).
1.5.7.1.2.Peroxyde d’hydrogéne
Les ROS incluent les radicaux libres de 'oxygéne dont le H.O» qui est un composant
principal de ces derniers. |l participe dans plusieurs processus comme la régulation de
I'environnement immunitaire dans I'organisme, I'action bactéricide des cellules phagocytaires

du systéme immunitaire inné et agit comme second messager (Nakao et al., 2008).

Le H.O, intracellulaire est capable de déclencher les voies de signalisation qui
contrOlent I'expression inductible des génes régulant les fonctions effectrices des M¢s et la
signalisation des cytokines (Rhee, 1999), induisant, ainsi, la production de cytokines pro-
inflammatoires (Thannickal and Fanburg, 2000). Il est généré dans les conditions

métaboliques normales par la respiration cellulaire (Nakao et al., 2008).
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1.5.7.1.3.Arginase

L’arginase est une enzyme qui catalyse I'arginine en urée et ornithine. Elle existe sous
deux isoformes :

- L’arginase | (ARG-I) qui est exprimée presque exclusivement par les cellules
hépatique, ou elle joue un réle essentiel dans la biogénése de 'urée (Ash, 2004).

- L’arginase Il (ARG-II) est une enzyme mitochondriale exprimée par les tissus non-
hépatiques et les cellules immunitaires notamment les Més (Yang and Ming, 2014).

L’expression de 'arginase dans les M¢s est liée a leurs fonctions phénotypiques. Elle
est associée aux M¢s M2, en réponses a des différents stimuli tels que I'lL-4 ou I'lL-13. Elle
contribue dans la résolution de linflammation, la réparation des tissus et la prolifération
cellulaire par conversion de I'arginine en ornithine qui joue un rdle important dans la synthése

de polyamine et proline (Rath et al., 2014a).

1.5.8. Balance arginase/iNOS

Les enzymes iINOS et ARG-I sont respectivement associées a la polarisation M1 et M2
des Més. Elles sont impliquées dans le métabolisme d’un substrat commun qui est l-arginine,
dans deux voies opposées (Yang and Ming, 2014). L’expression de 'arginase par les M¢s M2
est inhibée par NOHA produit au cours de la synthése du NO via I'lINOS (Rath et al., 2014b).
Par ailleurs, I'expression de 'ARG-I par les M¢s M2 limite la biodisponibilité de I-arginine,
inhibant ainsi la production du NO (Yang and Ming, 2014) .Figure 1.10.

Macrophage

ARGININE
O,CCHNH, — C,Hg— NH — C — (NH),

® O @

iNOS Arginase
NITRIC OXIDE ORNITHINE
(N+0) (O,CCHNH; — C;Hs— NH)
s
Citrulline Urea

Inhibition of Cell Proliferation
Cell Proliferation and Repair

Figure 1.10. Présence des enzymes iNOS et arginase dans le macrophage et
régulation oppoée (Mills, 2015).

1.5.9. Molécules sécrétées par le macrophage
Les M¢s ont la capacité de sécréter une large gamme de médiateurs solubles qui
influencent le développement et 'ampleur de la réponse immune comme les cytokines, les

chemokines et autres médiateurs inflammatoires (Murray and Stow, 2014).
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1.5.9.1. Cytokines et facteurs de croissance

Les cytokines sont de petites protéines, de faible poids moléculaire, qui interviennent
dans la communication intercellulaire. La liaison de chaque cytokine a son récepteur a la
surface des cellules, engendre une cascade de signalisation qui affecte la fonction cellulaire
(Arango Duque and Descoteaux, 2014).

En réponse a différents stimuli, les M¢s sécrétent un grand nombre de cytokines (INF-
a,INF-y,TNF-a ,IL-1, IL1ra ,IL-6,IL-8, IL-10 ,IL-12) (Cavaillon, 1990).

L’activation des PRRs se fait par un contact ou une reconnaissance d’'un agent
pathogeéne ou un signal de danger, les M¢s dits (M1) produisent des cytokines pro-
inflammatoires comme IL-1 (IL-1a ,IL-18) ,IL-6,IL-8, IL-12, IFN (IFN-a,IFN-B) et TNF (Martinez
and Gordon, 2014). IL-1B assure de nombreuses fonctions y compris 'augmentation de

I'expansion et la différenciation des lymphocyte TCD4+ (Ben-Sasson et al., 2009).

A linverse, les M¢s dits (M2) se caractérisent par la libération des cytokines anti-
inflammatoires (IL-10,TGF-B) (Martinez and Gordon, 2014). IL-10 a pour réle principal
l'inhibition de I'activation des M¢s et la production des cytokine pro-inflammatoires (Fiorentino
et al.,, 1991), il blogue, aussi, I'expression de la molécule de CMH-II ( complexe majeur
d’histocompatibilité- Il) dans les M¢s activés, inhibant ainsi la présentation antigéniques
(Chadban et al., 1998).

En fin, les Més produisent de nombreux facteurs de croissance comme GM-CSF
(granulocyte macrophage colony-stimulating factor) et M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor). lls jouent un réle essentiel dans 'homéostasie, la régulation, la prolifération

et le développement des cellules (Ushach and Zlotnik, 2016).

1.5.9.2.Chemokines et eicosanoides

Les chemokines ou chémiokines sont une famille particuliere de cytokines liant
I'héparine, de faible poids moléculaire. Elles jouent un réle crucial dans les mécanismes de
chimiotactisme, d’activation des leucocytes et la différenciation cellulaire. Ces molécules sont
impliquées, a la fois, dans 'immunité innée et adaptative (Comerford and McColl, 2011). Elles
ont deux résidus cystéines conservés, qui en fonction de leur positionnement, ont permis de
classer les chemokines en quatre sous-familles: les chemokines C (cystéine), CC (cystéine-
cystéine) CXC (cystéine-acide aminé quelconque-cystéine), CX3C (cystéine-trois acide
aminés quelconques-cystéine). Ces molécules opérent par les ACKRs (atypique chemokine
receptor) et pour lesquels ont une forte affinité, il s’agit d’'un sous—groupe de sept récepteurs
transmembranaires couplés aux protéines GPCRs (G protein-coupled receptors) connu sous
les noms XCR,CCR,CXCR et CX3CR (Ruytinx et al., 2018).
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Les M¢s synthétisent aussi des prostaglandines et des leucotrienes appartenant aux
eicosanoides et dérivent de I'acide arachidonique via les voies COX (cyclooxygenase) et LOX
(5-lipoxygenase). Elles ont une fonction essentielle dans linitiation de l'inflammation aigue
(Werz et al., 2018).

1.5.10. Phagocytose et action microbicide

La phagocytose est un mécanisme d’action fondamentale de certaines cellules de
limmunité innée appelées phagocytes tel que le M¢. Ce mécanisme participe dans
I'élimination des pathogeénes, des cellules apoptotiques, tumorales et les débris. 1l est crucial
pour le maintien de I'homéostasie, la réparation et le remodelage tissulaire lors du
développement (Hirayama et al., 2017). Ce processus est initié par l'interaction des molécules
de surface des microorganismes et les récepteurs cellulaires spécifiques ( PRR, FcR) localisés

sur la membrane du phagocyte (Karavitis and Kovacs, 2011).

Lors de la liaison a un antigéne, les récepteurs déclenchent des voies de signalisation
conduisant au remodelage du cytosquelette d’actine et les lipides membranaires, ce qui
entraine la formation d’une invagination de la membrane plasmique (Uribe-Querol and
Rosales, 2020). Ensuite, la membrane se ferme par exocytose pour former un phagosome.
L’exocytose nécessite la fusion avec plusieurs vésicules provenant d’organites cellulaires
(endosomes et réticulum endoplasmique) (Desjardins, 2003). Le phagosome précoce subit
des événements séquentiels de fusion et de fission avec des vésicules endocytaires pour créer
un phagosome tardif qui fusionne, en suite, avec les lysosomes et devient phagolysosome.
La transformation du phagosome en phagolysosome antimicrobien, est connue sous le nom

de la maturation du phagosome.

La maturation du phagosome en phagolysosome est nécessaire pour créer un
environnement microbicide, obtenu par acidification progressive, production et libération de
nombreuses molécules telles les protéases et les hydrolases qui vont promouvoir la
dégradation des antigenes. La derniére étape de la phagocytose est I'apprétement des
fragments peptidiques antigéniques pour la présentation des antigénes a la surface des

cellules phagocytaires (Touret and Grinstein, 2006).

1.5.11. Role des macrophages dans I'immunité adaptative
En plus de leurs fonction d’éliminer les agents pathogénes, les M¢s jouent un réle
majeur dans la communication entre I'immunité innée et I'immunité adaptative par la

présentation antigénique nécessaire pour 'activation des lymphocytes T et B.

1.5.12. Réle pathogéne du macrophage dans le diabéte de type 1
Bien que de nombreuses études sur les humains et les souris soulignent un role

prédominant des lymphocytes T diabétogenes dans la pathogenése du DT1. Il a été suggéré
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gue les M¢s peuvent jouer un réle pathogéne dans la maladie. Quand ces derniers s’infiltrent
dans le pancréas, exercent des effets délétéres sur les cellules  causant leur destruction par
la production des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et I'lL-13 ; ainsi que les ROS
tels que NO et le H,O, (Diana et al., 2011; Lehuen et al., 2010; Rabinovitch and Suarez-
Pinzon, 1998). La production de I'lL-12 par les M¢s peut promouvoir la différenciation des
lymphocytes TCD8+ cytotoxiques diabétogénes (CTL) menant a l'initiation du DT1.

Par ailleurs, le recrutement des M¢s dans le pancréas est médiée par CC-
CHEMOKINE LIGAND 1 (CCL1) etles CCL2 produites par lymphocytes TCD4+ et les cellules
B respectivement (Lehuen et al., 2010). L’inhibition de l'infiltration des M¢s dans le pancréas,
en bloguant un récepteur favorisant I'adhésion sur cette cellule, ou leur déplétion, empéche le
développement du DT1 (Diana et al., 2011).

1.6. Sélénium et macrophages

1.6.1. Historique

Le sélénium fut découvert par le chimiste suédois Berzelius en 1817, il a été considérée
comme toxique pour 'lHomme pendant 150 ans jusqu’en 1957, ou des études menées par
Klaus Schwartz et Calvin Folts révelent les bienfaits de ce dernier et qu’il protége les rats
contre la nécrose du foie. Depuis lors, le role du sélénium en tant que oligo-élément primordial
dans la santé humaine et les mécanismes par lesquels il exerce ses effets biologiques sont

élucidés (Avery and Hoffmann, 2018).

1.6.2. Propriétés physico-chimiques de sélénium
Le sélénium est un métalloide de numéro atomique 34 et de masse atomique de 78.96,
il appartient au groupe VIA de la classification périodique, avec le souffre et le tellure
(Johansson et al., 2005). Le tableau ci-dessous récapitule les caractéristiques physico-
chimiques de cet élément.
Tableau 1.3. Caractéristiques physico-chimiques du Sélénium
(Kieliszek, 2019).

Numéro atomique 34

Masse atomique 78.96

Degré d’oxydation -2 (Séléniure)
Point de fusion 217°C

Point d’ébullition 685°C

Masse volumique 4.79g/cm3

1.6.3. Rdle antioxydant
Le sélénium est un oligo-élément qui intervient dans les cellules et agit comme un

antioxydant via son incorporation dans les selenoproteins tels que la glutathion peroxydase
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(GPx), thioredoxin réductase (TrxR) et iodothyronine deionodinase (IDD). Cet effet antioxydant
est capital pour la protection contre les radicaux libres produits par le métabolisme cellulaire.
Ainsi cette protection serait responsable de ses propriétés anti-cancéreuses (Tinggi, 2008).

1.6.4. Aliments riches en sélénium

Le sélénium est un élément trace essentiel présent dans différents aliments, incluant
les céréales, les grains, les légumes, la viande et les produits laitiers ainsi que les poissons et
les crustacés. L’alimentation constitue la principale source de cet élément (Okoko, 2018). Il
existe dans les aliments sous deux formes organique et inorganique (Broadley et al., 2006;
Lobinski et al., 2000). Ces deux formes affectent sa biodisponibilité. En général, les formes
organiques, telles que sélénométhionine, sont plus bio-disponibles que les sélénites et les

sélénates inorganiques (Radomska et al., 2021).

1.6.5. Métabolisme du sélénium

Le sélénium inorganique est utilisé pour la supplémentation en sélénium. Les deux
formes couramment utilisées, sélénite et sélénate, ont des propriétés métaboliques
légérement différentes. Une fois absorbé, le sélénate est réduit en sélénite avant de pouvoir
étre métabolisé. Par ailleurs, le sélénite est réduit en séléniure par TrxR ou par réaction avec
le glutathion. Ainsi, le sélénium sous forme de sélénite devrait étre réduit dans les cellules de
la muqueuse intestinale. Les protéines qui se lient au sélénium administré sous forme de

sélénite sont appelées « Selenium bindig proteins ».Figure 1.11.
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Figure 1.11. Métabolisme de différentes formes du sélénium (Skalickova et al., 2017).
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1.7.Rdles biologiques du sélénium

Le sélénium est un élément trace qui sa consommation a des niveaux adéquats, assure
des fonctions biologiques optimales de I'organisme notamment le systéme nerveux central, la
reproduction masculine, le systéeme endocrinien, la fonction musculaire, le systéme

cardiovasculaire, et 'immunité (Rayman, 2012; Roman et al., 2014).
1.8.Effets du sélénium

1.8.1.Effet du sélénium sur 'immunité

La déficience en sélénium est associée a un dysfonctionnement immunitaire, & une
résistance réduite aux infections microbiennes et virales, a une phagocytose et une production
d’anticorps inadéquates ainsi qu’a risque accru de cancer (Youn et al., 2008). Dans le cas
contraire, la supplémentation en sélénium peut étre associée a de nombraux mécanismes tels
'augmentation de I'activité des cellules Natural killer (NK), la prolifération des lymphocytes T,
la production d’INF-y, 'augmentation de I'expression des récepteurs de haute affinité d’'IL-2 et
le nombre de lymphocytes B producteurs d’anticorps (Hatfield et al., 2006; McKenzie et al.,
2006).

1.8.2.Effet du sélénium sur I'activation des macrophages

Le sélénium autant que micronutriment est nécessaire pour réguler les réponses
immunes en particulier, celles des M¢s, en agissant a plusieurs niveaux de signalisation, il est
inclus dans la production et la libération des cytokines pro-inflammatoires et les radicaux libres.

Il inhibe l'activation des facteurs de transcription NF-kB et supprime I'expression des
génes inflammatoires a l'instar de COX2, iNOS et le TNF-a. De ce fait, le sélénium permet la
polarisation des M¢s vers un phénotype anti-inflammatoire alternativement activés M2
(Narayan et al., 2015; Youn et al., 2008).
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1.9.Problématique et objectifs

1.9.1.Problématique

Le DT1 est une maladie auto-immune caractérisée par la destruction séléctive des
cellules B de Langerhans. Cependant, le sélénium joue un réle essentiel pour optimiser la
réponse immune au cours de cette maladie.

A cet égard, nous essayons, dans ce travail, de déterminer ses effets sur 'activité des
M¢s au cours du DTL1.

1.9.2. Objectifs

Evaluer en ex vivo, I'effet du sélénium sur les M¢s au cours de la maladie.

1.9.3. But
Montrer I'effet du sélénium a la fois sur la modulation de l'activité des M¢s, la diminution
de sa production des molécules inflammatoires impliquées dans le développement de la

maladie et sa capacité d’'induire une polarisation des M¢s vers un état alternativement activé.
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2.1. Matériel et méthodes
2.2. Résutats

2.3. Discussion

2.4. Conclusion

Cette étude a fait I'objet d’une publication international au prés d’un journal d’'un comité

de lecture international.
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Backgronnd: Exacerbated activation of proinflammatery “M1™ macrophages (Mé¢s) can promote
chronic local pancreatic islet inflammmation and T1D development.

Objective: We investigated the ex vivo effects of Ss on the immune modulation of global/extended
activation of human proinflammatory M1-like Més.

ARTICLE HISTORY
Methods: Experiments were carried out on primary monocytes-derived Més (MDMs).
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and related necroinflammation biomarkers. including [L-1p and TNF-, CD14 expression, and the
ratlos of INOS-to-ARGI. IL-1p-to-IL-10, and TINF-a- to—]L—l{} Moreover. Ss upregulated anti-in-
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2.1. Matériels et méthodes

2.1.1. Modeles de cellules ex vivo et expériences indépendantes

Les M¢s ont été générés a partir de monocytes, collectés aupres de patient volontaires
atteins de DT1 ou de donneurs de sang sains. Les échantillons cellulaires ont été divisés en
quatre groupes comprenant des M¢s de témoins sains (CoM¢) et des M¢s de diabétique de
type 1(DT1M¢), traités (Ss+) ou pas (Ss, contrble critique) avec du sélénium sous la forme de
sélénite de sodium (Ss).

Les expériences ont été réalisées sur des surnageants, des lysats cellulaires ou sur
des cellules entieres. Le burst respiratoire (production du NO et H,0,) et les niveaux de
nécrose cellulaire, IL-13, TNF-a et de I'lL-10 ont été mesurés dans des surnageants, tandis
que les lysats ont été utilisés pour mesurer 'activité de TARG1 et les niveaux de Ca?". La
phagocytose et la capacité bactéricide des pathogénes ont été effectuées en présence d'une
souche bactérienne de référence. L’activité iNOS a été déterminée sur la base de la production
de NO et des protéines totales. Les niveaux d’expression de CD14 ont été evalués par
immunofluorescence directe sur des cellules entiéres, a I'aide de Floid cell imaging station.
Toutes les expériences ont été répétées indépendamment au moins quatre fois.La conception

de I'étude est résumée sur la figure 2.1.

e RATIONALE AND HYPOTHESIS
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Figure 12.1. Organigramme de I’étude.
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2.1.2. Critéres d'éligibilité pour la collecte d'échantillons de cellules primaires et
déclaration d'éthique

Dans cette étude mécanistique ex vivo, la collecte d'échantillons de cellules primaires
a éteé réalisée a partir de diabétiques de type 1 nouvellement diagnostiqués et de volontaires
témoins sains appariés selon I'age et le sexe. Patients et témoins (agés < 20 ans dans chaque
groupe), appartiennent a la méme localité géographique (région du Nord-Ouest algérien,
Tlemcen). Les principaux critéres d'exclusion étaient l'infection, l'inflammation, I'association
avec d'autres maladies auto-immunes et tous les facteurs pouvant interférer avec le processus

inflammatoire.

A Tinverse, les critéres d'inclusion étaient principalement le consentement éclairé et
écrit, les patients adolescents ou jeunes atteints de DT1 récent (durée du diabete < 18 mois).
La durée du diabéte était de 13,25 + (erreur standard de la moyenne) 0,0 mois. L'indice de
masse corporelle (IMC) était de 20,86 + 0,12 (erreur standard de la moyenne). Tous les
donneurs ou parents au nom de leur enfant ont fourni un consentement écrit éclairé.
L'Institutional Review Board/Scientific Council local a approuvé l|'étude actuelle (numéro
d'enregistrement DBL NM014).

2.2. Préparation et traitement des échantillons cellulaires

2.2.1.Isolement et purification des monocytes

Les monocytes ont été isolés des cellules mononucléaires du sang périphérique
(PBMC) par la méthode d'adhérence au plastique différentielle (Wahl et al., 2005) . En bref,
les PBMC ont été isolés a partir du sang veineux frais prélevé dans des tubes contenant de
I'acide éthyléne diamine tétracétique (EDTA) (BD, Belliver Industrial Estate, Royaume-Uni) par
centrifugation en gradient de densité de Ficoll-Histopaque (Ficoll-Histopaque 1077 Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA)(Selvaraj et al., 2009) , et la viabilité cellulaire a été déterminée
par le test d'exclusion du bleu trypan (TBET) (Fedoroff and Richardson, 2001). Les PBMC ont
ensuite été transférés dans une plague de culture a 24 puits (Salles et al., 2014; Selvaraj et
al., 2009) contenant du milieu RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, Etats-Unis), 2 mM
de L-glutamine, 50 pg/mL de gentamycine et 10 % de sérum autologue, et incubé pendant 2h
a 37°C et 5% de CO, avec une atmosphére humide (Salles et al., 2014) pour permettre
l'adhérence des monocytes. Les cellules non adhérentes ont été éliminées. La pureté des
monocytes était supérieure a 90 %, déterminée par coloration fluorescente avec
PhycoErytherin (PE)-anticorps anti-CD14 humain (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) a
l'aide de la Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific, MA USA) (Dahmani et al.,

2020), apres comptage de cellules par TBET au microscope (Zeiss, Allemagne).
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2.2.2. Génération des M¢s M1-(classique-) like pro-inflammatoire, extension du
spectre d'activation inflammatoire induite par le ligand TLR et traitement par le Ss
Pour générer des M¢s pro-inflammatoires de type M1, un nombre de 2 x 10° de
monocytes ont été mis en culture dans le milieu RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St Louis,
Etats-Unis) contenant 2 mM de L-glutamine, 50 pug/mL de gentamycine, 10 % de sérum
autologue (Selvaraj et al., 2009),avec une concentration egale de granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor et d’inteféron-gamma (Buchacher et al., 2015; Krausgruber et al.,
2011; Shiomi et al., 2016), puis incubé pendant 48 h & 37°C et 5% de CO; en atmosphére
humide. Pour un spectre d'activation inflammatoire extracellulaire étendu, les Més ont été
exposés a 5 pg/mL de PHA-L (PHA-L-Calbiochem) (Kesherwani and Sodhi, 2007; Ysmail-
Dahlouk et al., 2016) et incubée pendant 48 h & 37°C et 5 % de CO; en atmosphére humide.
Enfin, ils ont été traités avec 30 nmol/L de Ss (Na2SeQO3) (Aribi et al., 2015) pendant 48 h.

2.3. Lyse de macrophage

Pour déterminer les niveaux de protéines, l'activité iCa?* et ’ARG1, les M¢s ont été
lysés pendant 30 min avec 500 pL de Triton X 100 a 0,1 % (TX100). La réaction a été stoppée
par l'ajout d'un mélange contenant du Tris-HCL et du MnCl; (Miliani et al., 2018).

2.4. Dosage des protéines totales

Les concentrations totales de protéines ont été mesurées par spectrophotométrie,
aprés formation d'un complexe coloré quantifiable, a 540 nm a l'aide d'un kit commercial
(Thermo Fisher Scientific Inc., Middletown, USA) (Belhassena et al., 2020).

2.5. Burst respiratoire
Le burst respiratoire (ou burst oxydatif) a été effectué par la détermination des niveaux
de production de NO et de H.0..

2.5.1. Mesure de NO

Le taux de production de NO a été évalué au niveau des surnageants de culture en
mesurant I'accumulation de métabolites oxydatifs stables (NOx, nitrite et nitrate), par la
réaction colorimétrique de Griess, en utilisant I'acide trichloroacétique (TCA), le chlorure
vanadium (lIl) et le réactif de Griess, comme décrit (Aribi, 2018). L'absorbance a été mesurée
a 540 nm sur le lecteur de plaque ELISA (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni).
La quantité de nitrite dans I'échantillon a été obtenue par référence a une courbe standard

construite en utilisant du nitrite de sodium.
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2.5.2. Mesure de H20>

H.O; a été évalué par la méthode adaptée de Pick et Keisari, modifi€ée ulterieument
par (Aribi, 2018). Cette méthode est basée sur I'oxydation du rouge phénol par I'H.O; via la
peroxydase.

Une solution tampon de rouge de phénol (PRS),qui contient un tampon de PAB pour
peroxydase buffer assay (5,0 mM K;HPO4, 1,0 mM K;HPO4, 140 mM NacCl, glucose 0,5mM
ajusté a pH =7,4), 0,28 mM (0,1g/L), du rouge de phénol (phénolsulfonphtaléine) et 8,5 U/L
(50 mg/mL) de peroxydase de raifort (HRPO, EC 1.11.1.7). La solution PRS a été préparée
immédiatement avant le dosage, en ajoutant du rouge de phénol et du HRPO a 2,1 mL a la
solution PAB a une concentration finale de 0,46 mM et 0,046 U/mL, respectivement. Ensuite,
le surnageant a été ajouté au mélange préparé dans un ratio de 1 a 4, puis incubé pendant 30
min a 37°C. Pour la réaction, on ajoute 10 ml de NaOH 1 N (Aribi, 2018; Benghalem et al.,
2017; Pick and Keisari, 1980). Les niveaux de H,O; ont été mesurés par spectrophotométrie
a 610 nm contre un blanc contenant du PRS tamponné et du NaOH aux concentrations

appropriées. Une courbe standard a été préparée en utilisant des dilutions de 30% H-0,.

2.6. Test de phagocytose et destruction bactéricide (pathogen killing)

La phagocytose est la capacité bactéricide des agents pathogénes ont été réalisées
en utilisant un mélange d’'un nombre de 2 x 10° de M¢s et de souches de S. aureus (American
Type Culture Collection [ATCC] 6538) a une multiplicité d'infection (MOI) de 50 dans une
plaque de 24 puits, comme décrit précédemment (Aribi, 2018; Benghalem et al., 2017; Nouari
et al., 2016). Les résultats de la phagocytose ont été déterminés en utilisant le pourcentage
de diminution du nombre de bactéries extracellulaires viables. Le pourcentage de la capacité
bactéricide a été calculé apres le test de viabilité de M¢ aprés infection a l'aide de Blue de
Trypan.

2.7. Dosage des activités M1-likegnos) et M2-likeara1)

L'activité iNOS (EC 1.14.13.39) a été obtenue en normalisant chaque concentration de
NO en milligrammes de protéines par puit et exprimée en pmol par mg de protéines par 30
min. L'activité ARG1 (ARG1, EC 3.5.3.1) a été mesurée dans des lysats cellulaires. Le dosage
a été réalisé en utilisant une technique spectrophotométrique basée sur la détermination de la
production d'urée comme décrit (Corraliza et al., 1994). L'activité ARG1 a été exprimée en

nmol d'urée par mg de protéines par 1h.

2.8. Mesure de nécroinflammation
La nécroinflammation a été évaluée en mesurant la nécrose de M¢s et la production

de cytokines pro-inflammatoires de type M1 IL-13 et TNF-a par les M¢s non-nécrotiques
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restants. La production d'IL-10 a été mesurée en tant que cytokine régulatrice/anti-

inflammatoire de type M2 (Murray and Wynn, 2011).

2.8.1. Nécrose

La nécrose a été évaluée par spectrophotométrie sur lecteur ELISA & 490 nm au niveau
du surnageant de la culture cellulaire par la méthode de cytotoxicité basée sur le lactate
déshydrogénase (LDH) [48] en utilisant un kit commercial sensible (LDH Colorimetric Assay
Kit, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA), selon les instructions du fabricant. Les quantités
relatives de libération de LDH du cytosol des cellules endommagées dans le surnageant ont

été exprimées en pourcentage (Dahou et al., 2021).

2.8.2. Mds non-nécrotiques restants

Les M¢s non nécrotiques (nonNecrM) restant a la fin de chaque expérience parmi
I'ensemble des cellules viables productrices de cytokines en réponse aux stimuli pro-
inflammatoires et aux débris nécrotiques de M¢, leur nombre a été estimé par rapport au
nombre total de M¢ viables comme suit :

NVM X (100 - %Necrosis)
100

Remaining nonNecrM =

NVM est le nombre de M¢s viables a la fin de chaque expérience. Le pourcentage de
nonNécrM =100-%Nécrose.

2.8.3. Dosage des cytokines

Les concentrations de cytokines ont été quantifiées dans le surnageant de culture par
la méthode sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Les niveaux d'lIL-1B et
d'IL-10 ont été mesurés par des kits ELISA commerciaux respectifs (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). Les niveaux de TNF-a ont été déterminés en utilisant un kit ELISA (BD OptEIA, BD
Bioscience Pharmingen, San Diego, CA, USA). Les densités optiques (DO) ont été mesurées
a 450 nm avec un lecteur de plaque ELISA (BiochromAnthos 2020, Cambridge, UK). Les
limites de détection (LOD) étaient de 0,3 pg/mL pour I'lL-1B, 1 pg/mL pour le TNF-a et I'lL-10

2.9. Mesure du calcium intracellulaire libre

La détermination des niveaux d'sCa?" a été effectuée en utilisant la méthode de I'ortho-
crésol-phtaléine complexone (OCP) (Benghalem et al., 2017), qui s’appuie sur la réaction du
Ca?* avec I'OCP formant un complexe chromogénique, il a été mesuré par spectrophotométrie

a 560 nm contre un blanc. Les taux d'iCa?* ont été exprimés en pug par mg de protéines.

2.10. Test d’immunofluorescence
Le taux d’expression de CD14 membranaire par les M¢s a été déterminé par

immunofluorescence directe.Un nombre de 2x10° de Més a été mis en culture dans des
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chamber slide pendant 24h. Aprés 24 h d’'incubation, les cellules ont été lavées 2 fois avec
200puL du PBS puis fixées avec 100uL de solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4% pendant
15 minutes a température ambiante et ensuite bloquées avec du PBS contenant du SVF
pendant une heure. Les anticorps de souris anti-CD14 humain couplé au PE (BD,Pharmingen)
dilué a un ratio de 1 :750 ont été ajoutés a une solution de blocage a un volume de 200uL
(Belhassena et al., 2020). La fluorescence a été visualisée et évaluée en utilisant le
microscope Floid imaging station et I'intensité de la fluorescence a été calculée par le logiciel
ImageJ (the National Institutes of Health,Bethesda MD,USA) (Jackson and Krasnodembskaya,
2017; Schneider et al., 2012).

2.11. Analyses statistiques des données

Les données ont été présentées sous forme de moyenne * erreur standard de la
moyenne (SEM). Des analyses statistiques ont été effectuées par des tests non-
paramétriques, Mann-Whitney U, pour deux groupes, ou des tests d'analyse de variance a
une voie (ANOVA) de Kruskal-Wallis, pour quatre groupes, avec des comparaisons par paires
a l'aide de l'approche Dunn-Bonferroni, car les données n'étaient pas normalement
distribuées. Les statistiques ont été effectués avec le logiciel SPSS version 20.0 pour Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, Etats-Unis), et les différences ont été considérées comme

statistiguement significatives a une valeur p inférieure a 0,05.
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2.2. Résultats

Dans la présente étude, nous avons examiné en ex vivo, I'effet du Ss sur 'immuno-
modulation des M1 like monocytes-derived M¢s et leurs fonctions phénotypiques. Pour cela
des M¢s dérivés des monocytes des patients atteints du DT1 et des contrbles sains ont été
stimulés par PHA-L et traités simultanément par une dose de 30 ng/mL de Ss.

2.2.1. Effet du sélénite de sodium sur la nécrose et la nécroinflammation associée et
cytokines pro-inflammatoires IL-1B et TNF-a associés aux macrophages M1-like au
début du diabéte de type 1

Comme le montre la figure 2.2, en 'absence de traitement par Ss, la nécrose du Mé
et les niveaux d’IL-1B et du TNF-a ont été significativement supérieurs dans les M¢s de DT1
par rapport a ceux des M¢s des contrbles non-traitéss; tandis que dans les M¢s non-
nécrotiques restants ont significativement diminués (p<0.01, p<0.05, p<0.05, p<0.01 par le
test Mann-Whitney U, respectivement). De plus, le traitement par Ss a induit une baisse
significative de la nécrose cellulaire, de I'IL-18 et du TNF-a, et inversement, une forte
augmentation a été observée dans les M¢s non-nécrotiques restants, dans les DT1 comparés
aux M¢s du DT1 non-traitéss par Ss (p<0.01, p<0.05, p<0.01, p<0.01 respectivement par le
test Mann-Whitney U). Les valeurs p par le test de Kruskal-Wallis étaient inférieures a 0.05
pour la nécrose cellulaire, et inférieure a 0.01 pour les non-nécrotiques restants (IL-13 et TNF-
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Figure 2.2. Effet du sélénite de sodium sur la nécroinflammation et la production
associée au cytokines pro-inflammatoires de type M1 IL-1B et TNF-a au début du

diabéte de type 1 humain.
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Les niveaux de cytokines ont été mesurés a l'aide de la méthode immuno-sorbet assay sandwich
(ELISA). Le test de nécrose M¢ a été déterminé par spectrophotométrie par le test de cytotoxicité basé
sur la lactate déshydrogénase (LDH). Le nombre de M¢ non-nécrotiques restants a été
mathématiquement estimé a la fin de chaque expérience. Les résultats sont présentés sous forme de
moyenne + erreur standard de moyenne (SEM) de quatre expériences indépendantes réalisées sur des
échantillons de cellules isolées de quatre volontaires atteints de DT1 et de quatre témoins sains (n = 16
dans chaque groupe). M¢ : macrophage, CoM¢/Ss- : M¢ de témoin non-traités au sélénite de sodium,
CoMg/Ss+ : M¢ de témoin traité au sélénite de sodium, TLDM¢/Ss- : M¢ de diabétique de type 1 non-
traités au sélénite de sodium, TLDM¢/Ss+ : M¢ de diabétique de type 1 traité avec sélénite de sodium,
IL-78 : interleukine-18, non-Necr M¢s : macrophages non-nécrotiques, TNF-a : tumor necrosis factor-a.
Les différences statistiques mises en évidence entre les deux groupes sont réalisées par le test de
Mann-Whitney U. Les astérisques indiquent une différence significative entre CoM¢/Ss- et CoM¢@/Ss+
ou entre TIDM¢/Ss- et TIDM¢/Ss+, *p < 0,05, **p < 0,01. La différence statistique entre tous les
groupes est déterminée par un test de Kruskal-Wallis (KW) non paramétrique avec des comparaisons

multiples par paires en utilisant I'approche Dunn-Bonferroni, *KW : p < 0,05, **KW : p < 0,01

2.2.2. Effet du sélénite de sodium sur la production de la cytokine IL-10 anti-
inflammatoire/régulatrice associée au macrophage M2-like

La figure 2.3 montre que les niveaux de production d’IL-10 étaient similaires dans les
Més de témoins traités ou non-traités par le Ss (p>.0.05 par le test Mann-Whitney U). En
revanche, le traitement par le Ss a induit une diminution significative des niveaux de production
d’IL-10 dans les M¢s de DT1 par rapport aux Més de témoins non-traité (p<0.05 par le test
Mann-Whitney U). De plus, le traitement par le Ss a induit une forte augmentation de la
production d’IL-10 dans les M¢s du DT1 par rapport aux M¢s du DT1 non-traités (pour les
deux comparaisons, p <0.05 par le test Mann-Whitney U). La valeur p était inférieure a 0.01

selon le test de Kruskal-Wallis.
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Figure 2.3. Effet du sélénite de sodium sur la production de cytokine anti-
inflammatoire/régulatrice de type M2 IL-10 par les M¢s humains au début du diabete
de type 1.

Les niveaux d’IL-10 produite par le M¢ ont été mesurés a l'aide de la méthode immuno-enzymatique
sandwich (ELISA). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + erreur standard de moyenne
(SEM) de quatre expériences indépendantes réalisées sur des échantillons de cellules isolées de quatre
volontaires atteints de DT1 et de quatre témoins sains (n = 16 dans chaque groupe). M¢ : macrophage,
CoM¢/Ss- : M¢ de témoin non-traités au sélénite de sodium, CoM¢/Ss+ : M¢ de témoin traité au sélénite
de sodium, T1DM¢/Ss- : M¢ de diabétique de type 1 non-traités au sélénite de sodium, TIDM¢@/Ss+ : M¢
de diabétique de type 1 traité avec sélénite de sodium, IL-10 : interleukine -10. Les différences
statistiques mises en évidence entre les deux groupes sont réalisées par le test de Mann-Whitney U.
L'astérisque indigue une différence significative entre TLDM¢/Ss- et TLDM¢/Ss+, *p<0,05. La différence
statistique entre tous les groupes est déterminée par un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (KW)

avec des comparaisons multiples par paires en utilisant I'approche Dunn-Bonferroni, *KW : p < 0,01.

2.2.3. Effet du sélénite de sodium sur le burst respiratoire

La production du NO et du H,O, a été examiné autant que biomarqueur du burst
respiratoire. Comme le montre la figure 2.4, les concentrations en NO et en H,O; ont augmenté
dans les M¢s du DT1 que dans les M¢s de contrbles mais la différence n’a pas atteint un
niveau significatif pour la production du NO (p>0.05 et p<0.05, respectivement par le test de
Mann-Whitney U). En revanche, le traitement par Ss induit une forte baisse pour les deux
variables, que ce soit dans les M¢s du DT1 ou dans les M¢s du contrdle (pour la production
du NO et de H202, p <0.05 par le test de Mann-Whitney U). La valeur p<0.01, en utilisant le

test de Kruskal-Wallis.
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Figure 2.4. Effet du sélénite de sodium sur le burst respiratoire des M¢s au début du
diabéte de type 1.

Le burst respiratoire a été réalisée par des mesures de production de NO et de libération de H20,. Les
niveaux de La production de NO a été mesurée par la réaction sensible de Griess. Les niveaux de H20»
ont été mesurés par la méthode adaptée de Pick et Keisar. Les résultats sont présentés sous forme de
moyenne + erreur standard de moyenne (SEM) de cing expériences indépendantes réalisées sur des
échantillons de cellules isolées de quatre volontaires atteints de DT1 et de quatre témoins sains (n = 20
dans chaque groupe). M¢ : macrophage, CoM¢/Ss- : M¢ de témoin non-traités au sélénite de sodium,
CoMg/Ss+ : M¢ de témoin traité au sélénite de sodium, TIDM¢/Ss- : M¢ de diabétique de type 1 non-
traités au sélénite de sodium, T1IDM¢@/Ss+ : M¢ de diabétique de type 1 traité avec sélénite de sodium,
NO : monoxyde d'azote, H»O; : peroxyde d'hydrogéne. Les différences statistiques mises en évidence
entre les deux groupes sont réalisées par le test de Mann-Whitney U. Les astérisques indiquent une
différence significative entre CoM¢/Ss- et CoM¢/Ss+ ou entre TIDM¢/Ss- et TAIDM¢/Ss+, *p < 0,05. La
différence statistique entre tous les groupes est déterminée par un test non paramétrique de Kruskal-
Walllis (KW) avec des comparaisons multiples par paires en utilisant I'approche Dunn-Bonferroni, **KW :
p <0,01.

2.2.4. Effet du sélénite de sodium sur la modulation de M1-like(activits a'inos ) €t M2-
likeactivite a’Arg1)

Les résultats dans la figure 2.5 montrent que les niveaux d’activité d’ARG1 ont baissé
et les niveaux d’activité d'iNOS ont augmenté, dans les M¢s de DT1 par rapport aux M¢s de
témoins, mais la différence n’était pas significative pour les deux comparaisons (p>0.05 par le
test Mann-Whitney U). De plus, le traitement par Ss a induit une augmentation de I'activité

d’ARG1 que ce soit dans les M¢s de témoins ou dans les M¢s des DT1 mais la différence
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n’était pas significative lors de la comparaison entre les M¢s de DT1 (p<0.05, p>0.05.). A
linverse, le traitement par Ss a induit une baisse significative de I'activité d'iINOS, a la fois dans
les Mds des controles et des DT1 (pour les deux comparaisons, p<0.05). Pour les
comparaisons multiples par le test de Kruskal-Wallis p était inférieure a 0.05, pour l'activité

d’arginase et inférieure a 0.01 pour I'activité d’iNOs.
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Figure 2.5. Effet du sélénite de sodium sur les Mgs humains de type M1 (acivit ¢inos) €t
de type M2 (acivite varG 1) @u début du diabéte de type 1.

L'activité ARG1 a été mesurée dans des lysats cellulaires du M¢ a l'aide d'une technique
spectrophotométrique basée sur la détermination de la production d'urée. Les résultats sont présentés
sous forme de moyenne + erreur standard de moyenne (SEM) de cinq expériences indépendantes
réalisées sur des échantillons de cellules isolées de quatre volontaires atteints de DT1 et de quatre
témoins sains (n = 20 dans chaque groupe). Les concentrations d'iNOS ont été obtenues par
normalisation par rapport a la concentration en protéines (les données sont présentées comme la
moyenne de l'activité d'iINOS avec SEM). ARGL1 : arginase 1, INOS : monoxyde d'azote synthase
inductible, NO : monoxyde d'azote, M¢ : macrophage, CoM¢/Ss- : M¢ de témoin non-traités au sélénite
de sodium, CoM¢/Ss+ : M@ de témoin traité au sélénite de sodium, TLDM¢/Ss- : type 1 diabéte M¢ non-
traités par sélénite de sodium, DT1 M¢/Ss+ : M¢ de diabétique de type 1 traité par sélénite de sodium.
Les différences statistiques mises en évidence entre les deux groupes sont réalisées par le test de
Mann-Whitney U. Les astérisques indiquent une différence significative entre CoM¢/Ss- et CoM¢@/Ss+
ou entre TIDM¢/Ss- et TIDM¢/Ss+, *p < 0,05. La différence statistique entre tous les groupes est
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déterminée par un test de Kruskal-Wallis (KW) non paramétrique avec des comparaisons multiples par

paires en utilisant I'approche Dunn-Bonferroni, *KW : p < 0,05, *KW : p < 0,01.

2.2.5. Effet du sélénite de sodium sur le taux du calcium intracellulaire libre

Nous avons observé sur la figure 2.6 que les niveaux d’¥Ca?* ont augmenté de maniére
significative dans les M¢s du DT1 par rapport aux Més des contrdles (p<0.05 par le test de
Mann-Whitney U). A I'opposé, le traitement par Ss a significativement réduit les niveaux
d’¥*Ca?" dans les M¢s de DT1 et dans les M¢s des contrdles (pour les deux comparaisons,
p<0.05 par le test de Mann-Whitney U). Pour les comparaisons multiples, utilisant le test de
Kruskal-Wallis, la valeur p <0.01.
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Figure 2.6. Effet du sélénite de sodium sur I'sCa?* dans le M¢ humain au début du
diabéte de type 1.

Les niveaux d'ions calcium libres intracellulaires ont été par une méthode biochimique du complexone
d'orthocrésolphtaléine (OCP). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + erreur standard
de moyenne (SEM) de cing expériences indépendantes réalisées sur des échantillons de cellules
isolées de quatre volontaires atteints de DT1 et de quatre témoins sains (n = 20 dans chaque groupe).
iCa?* : ions calcium libres intracellulaires. M¢ : macrophage, CoM¢/Ss- : M¢ de témoin non-traités au
sélénite de sodium, CoM¢/Ss+ : M¢ de témoin traité au sélénite de sodium, TIDM¢ /Ss- : M¢ de
diabétique de type 1 non-traités au sélénite de sodium, TIDM¢/Ss+ : M¢ de diabétique de type 1 traité
avec du sélénite de sodium. Les différences statistiques mises en évidence entre les deux groupes sont
réalisées par le test de Mann-Whitney U. Les astérisques indiquent une différence significative entre
CoMg/Ss- et CoM@/Ss+ ou entre TILDM¢@/Ss- et TIDM¢@/Ss+,*p < 0,05. La différence statistique entre
tous les groupes est déterminée par un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (KW) avec des

comparaisons multiples par paires en utilisant I'approche Dunn-Bonferroni, **KW : p <0,01.
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2.2.6. Effet du sélénite de sodium sur la phagocytose et la destruction bactérienne des
agents pathogénes

Il en résulte de la figure 2.7 que la phagocytose semblait étre similaire entre les M¢ de
DT1 etles M¢ du contrdles; tandis que la destruction des agents pathogenes était réduite dans
les M¢s du DT1 par rapport aux Més de contrdle, mais la différence n'était pas significative
(pour les deux comparaisons, (p > 0,05 par le test de Mann-Whitney U). Cependant, la
phagocytose et la capacité de destruction des agents pathogénes ont augmenté dans les Més
de DT1 traités par Ss, mais la phagocytose a significativement baissé dans les Mé¢s du
contréles traités par Ss (pour les deux comparaisons, (p<0, 05 par le test de Mann-Whitney
U). Pour les comparaisons multiples par le test de Kruskal-Wallis, la valeur p était inférieure &

0,05 pour la phagocytose et la destruction des agents pathogénes.
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Figure 2.7.Effet du sélénite de sodium sur la capacité phagocytaire et bactéricide du
M¢ au début du diabéte de type 1.

L'activité bactéricide de M¢s a été dosée par la méthode de protection antibiotique. Les résultats sont
présentés sous forme de moyenne * erreur standard de moyenne (SEM) de quatre expériences
indépendantes réalisées sur des échantillons de cellules isolé de quatre volontaires atteints de DT1 et
de quatre témoins sains (n=16 dans chaque groupe). M¢ : macrophage, CoM¢/Ss- : M¢ de témoin non-
traités au sélénite de sodium, CoM¢@/Ss+ : M¢ de témoin traité au sélénite de sodium, TIDM¢/Ss- : M¢@
de diabétique de type 1 non-traités au sélénite de sodium, TIDM¢/Ss+ : M¢ de diabétique de type 1

traité avec du sélénite de sodium. Les différences statistiques mises en évidence entre les deux groupes
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sont réalisées par le test de Mann-Whitney U. Un astérisque indique une différence significative entre
CoM¢/Ss- et CoM@/Ss+ ou entre TLDM¢/Ss et TIDM¢/Ss+, *p < 0,05. La différence statistique entre
tous les groupes est déterminée par un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (KW) avec des

comparaisons multiples par paires en utilisant I'approche Dunn-Bonferroni,*KW : p < 0,05.

2.2.7. Effet immuno-modulateur du sélénite de sodium sur la balance des M1-like pro-
inflammatoire versus les M2-like anti-inflammatoire

La figure 2.8 illustre qu’en I'absence du Ss le rapport M1: M2 a augmenté dans les M¢s
du DT1 que dans les M¢s du contréle, comme le démontrent les ratios de I'activité d’ iINOS a
l'activité d’ ARG1, IL-1B-a-1L-10 et TNF-a- a I'lL-10, mais aucune différence n'a été révélé pour
les activités INOS / ARGL1 (respectivement, p>0,05, p<0,01 et p<0,05 par le test Mann-Whitney
U). De plus, le traitement par Ss a induit une baisse significative du rapport M1:M2 dans tous
les groupes de comparaison dans les Mé¢s du DT1 (pour toutes les comparaisons, p<0,05 par
le test de Mann-Whitney U). Lors de l'utilisation du test de Kruskal-Wallis, la valeur p était
inférieure & 0,01 pour l'activité INOS- a- l'activité ARGL1 et a I'lL-13- a- I'lL-10, et inférieure a
0,05 pour le TNF-a -a -I'lL-10.
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Figure 2.8.Effet du sélénite de sodium sur la balance des M¢s « M1-like » pro-

inflammatoire versus « M2-like » anti-inflammatoire au début de diabete de type 1.

La dichotomie M1-like/M2-like M¢ a été estimée par les ratios de l'activité INOS a l'activité
ARG1, IL-1B-a-IL-10 et TNF-a-a-IL-10. M1 :classiquement activé, pro-inflammatoire/tueur M¢s, M2 :
M¢s alternativement activé, anti-inflammatoire/régulateur. Les résultats sont présentés sous forme de
moyenne + erreur standard de moyenne (SEM). M¢ : macrophage, CoM@/Ss- : M¢ de témoin non-traités

au sélénite de sodium, CoM¢/Ss+ : M¢ de témoin traité au sélénite de sodium, TIDM¢/Ss- : M¢ de
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diabétique de type 1 non-traités au sélénite de sodium,T1DM¢/Ss+ : M¢ de diabétique de type 1 traité
avec du sélénite de sodium. Les différences statistiques sont indiquées entre deux groupes par le
test de Mann-Whitney U. Les astérisques indiquent une différence significative entre TLDM¢/Ss- et
T1DMg¢/Ss+, *p < 0,05. La différence statistique entre tous les groupes est déterminée par un test de
Kruskal-Wallis (KW) non paramétrique avec des comparaisons multiples par paires en utilisant
I'approche Dunn-Bonferroni, *KW : p < 0,05, *KW : p < 0,01.

2.2.8. Effet du sélénite de sodium sur 'activation du macrophage M1-like associé a
I’expression du CD14 au cours du DT1

D’aprés les résultats présentés sur la figure 2.9, en I'absence du traitement par Ss, les
niveaux d'expression de CD14 ont augmenté dans les M¢s du DT1 par rapport aux M¢s des
contrbles, mais la différence n'était pas statistiquement significative (p > 0,05 par le test de
Mann-Whitney U). A l'inverse, les niveaux d'expression de CD14 ont baissé dans les M¢s
traités par Ss, que ce soit dans le groupe des M¢s du contréle ou du DT1, mais la différence
n'était significative que dans les Més du DT1 (respectivement, p > 0,05 et p < 0,05 par le test
de Mann-Whitney U). Pour les comparaisons multiples, la valeur de p était inférieure a 0,05

selon le test de Kruskal-Wallis.
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Figure 2.9. Effet du sélénite de sodium sur |'activation des M¢s de type M1 associée a

Pexpression de CD14 au début du diabete humain de type 1.

L'expression CD14 de M¢s a été évaluée par immunofluorescence directe grace a Floid Cell Imaging
Station puis analysée avec le logiciel ImageJ. L'intensité de fluorescence est relative au fond respectif
de chaque cellule comme suit : fluorescence cellulaire totale corrigée (CTCF) = densité intégrée - (zone
de cellule sélectionnée x fluorescence moyenne des lectures de fond). Les résultats sont présentés

sous forme de moyenne * erreur standard de moyenne (SEM) de quatre expériences indépendantes
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réalisées sur des échantillons de cellules isolées de quatre volontaires atteints de DT1 et de quatre

témoins sains (n = 16 dans chaque groupe). M¢ : macrophage,CoM¢/Ss- : M¢ de témoin non-traités au

sélénite de sodium, CoM¢/Ss+ : M¢ de témoin traité au sélénite de sodium, TIDM¢/Ss- : M¢ de
diabétique de type 1 non-traités au sélénite de sodium, TLDM¢@/Ss+ : M¢ de diabétique de type 1 traité
avec du sélénite de sodium. Les différences statistiques mises en évidence entre les deux groupes sont
réalisées par le test U de Mann-Whitney. Les astérisques indiquent une différence significative entre
T1DM¢/Ss- et TIDM¢@/Ss+, *p < 0,05. La différence statistique entre tous les groupes est déterminée
par un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (KM) avec des comparaisons multiples par paires en
utilisant I'approche Dunn-Bonferroni,*KW : p < 0,05
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2.3. Discussion

Le DT1 a été observé comme étant associé a une activation exacerbée des M¢s pro-
inflammatoires (Burg and Tse, 2018). Il est d'un grand intérét que I'immunomodulation doit étre
faite au stade pré-diabétique (Raz et al., 2005), ou au début de la maladie afin d'arréter la
destruction totale de cellules B pancréatiques (Sliem et al., 2012). Par conséquent, dans la
présente étude, nous avons démontré que Ss induit une baisse de l'activité des Més pro-
inflammatoires de type M1 et immunomodule la nécro-inflammation, la phagocytose, le burst
respiratoire et la dichotomie de type M1/M2 au début du DT1 humain.

2.3.1. Effet du sélénite de sodium sur la nécro-inflammation et la cytokine IL-10 de
type M2-like régulatrice/anti-inflammatoire

Les cellules immunitaires, y compris les M¢s M1, mais pas M2, sont plus susceptibles
de mourir par nécrose et nécroptose, ce qui entraine la libération de niveaux accrus de LDH
et de protéases (Hao et al., 2021). Notamment, la production de cytokines pro-inflammatoires
en réponse au contenu intracellulaire libéré a la suite d'une rupture de la membrane plasmique
caractérisant la nécrose qui représente l'un des principaux marqueurs de la réponse
inflammatoire appelée nécroinflammation (Tonnus et al., 2019). Par conséquent, dans notre
étude, nous avons observé que le Ss induisait & la fois une régulation négative de la
nécroinflammation, comme en témoigne la diminution de la nécrose et des cytokines pro-
inflammatoires de type M1 IL-1B8 et TNF-a, et augmentait la production d'IL-10 par les M¢s
non-nécrotiques restants.

L'IL-1B8 exerce son effet cytotoxique sur les cellules B en augmentant I'expression de
protéines pro-apoptotique, comme le premier signal d'apoptose (Fas/CD95). Leur
concentration circulante a été régulée positivement chez les patients diabétiques de type 1
nouvellement diagnostiqués (Aribi et al., 2007). Il a été démontré que le TNF-a inhibe la
sécrétion d'insuline (Yoon and Jun, 2005), ainsi que la régulation positive de I'expression des
molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe | (CMH-I), accélérant ainsi
I'apoptose des cellules B et induisant par la suite linfiltration des flots par les cellules
présentatrices d'antigene ( APC), y compris les M¢s (Lu et al., 2020) . De plus, il a été
démontré que linhibition du TNF-a empéche les souris diabétiques non-obéses (NOD) de
développer la maladie (Lee et al., 2005). A l'inverse, I'lL-10 a la capacité d'inhiber la production
et la libération de médiateurs immunitaires et de limiter les réponses inflammatoires en inhibant
l'activation du M¢ (O’Farrell, 1998). Ainsi, une carence en IL-10 peut entrainer une
augmentation de la pancréatite (Rajagopalan et al., 2006). Globalement, nos résultats sont en
accord avec ceux d'une étude précédente menée sur des M¢ dérivés de U937 exposés au

H>0., en tant que signal de dommage de blessure et d'inflammation, démontrant que le
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traitement par le Ss induisait une régulation négative des cytokines pro-inflammatoires, y
compris a lafois IL-1B et TNFa (Okoko, 2018). lls sont également conformes a ceux rapportant
gue la production d'lIL-10 est régulée a la baisse au début du DT1 (Benghalem et al., 2017;
Rios- Arce et al., 2020; Ysmail-Dahlouk et al., 2016). Néanmoins, a notre connaissance, il
n'existe pas d'étude similaire permettant une comparaison avec nos résultats. Enfin, nous
montrons ici que le traitement par le Ss pourrait jouer un puissant réle modulateur de la

réponse nécro-inflammatoire médiée par les M¢s de type M1 dans le DT1 récent.

2.3.2. Effet du sélénite de sodium sur le burst respiratoire

Il a été rapporté que burst respiratoire joue un réle crucial dans la pathogenese du DT1
et de ses complications (Sokolovska et al., 2020). Les phagocytes activés, comme les M¢s,
produisent des niveaux élevés de ROS et de RNS dans la maladie, y compris la production de
H.0O- et de NO, ce qui est conforme a nos résultats (Fatima et al., 2016; Meares et al., 2013b),.
Il a été rapporté qu'une production élevée de NO est induite par diverses cytokines pro-
inflammatoires produite par le M¢, dont I'lL-18 et le TNF-q, via l'induction de l'expression
d'iINOS en activant les facteurs de transcription NF-kB et STAT-1 (Bedoya et al., 2012).
Comme le NO, le H20O; produit par les M¢s peut également étre toxique pour les cellules 3 et
provoquer leurs dommages, contribuant ainsi potentiellement a la pathogenése du DT1
(Broniowska et al., 2015) . Dans notre étude, nous avons observé que le traitement par le Ss
a diminué la production de NO et les niveaux de H20., ce qui est cohérent avec diverses
études (Aribi et al., 2015; Chomchan et al., 2018; Okoko, 2018). Néanmoins, la comparaison
avec d'autres études reste limitée, sachant qu'il n'existe pas d'études sur l'effet du Ss sur la
production de NO et H;O, par les M¢s humains au cours du DT1, bien gu'il soit devenu
aujourd'hui un des sujets de recherche majeurs en raison de son réle de protection des cellules

et des fonctions immunitaires bien documentées.

2.3.3. Effet du sélénite de sodium sur la phagocytose et la destruction bactérienne

La phagocytose représente I'un des meilleurs marqueurs des activités phénotypiques
fonctionnelles. Il a été rapporté qu’elle est compromise dans le DT1 (Geerlings and
Hoepelman, 1999). Dans la présente étude, nous avons observé que le Ss a un effet inverse
a la fois sur l'activité phagocytaire et sur la destruction des agents pathogénes dans les Més
du DT1. Nos résultats plaident en faveur de I'action du Ss sur la commutation phénotypique
des M¢s dans des conditions inflammatoires. Bien que les effets anti-inflammatoires du Ss

soient bien documentés (Han et al., 2019; Huang et al., 2012), leurs effets sur les Més pro-
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inflammatoires de type M1 au cours du DT1 semblent étre explorés ici pour la premiére fois,

ce qui devrait ouvrir la voie a de nouvelles investigations du mécanisme.

2.3.4. Effet de sélénite de sodium sur les M¢s M1-likeinos) et M2-likenrey), et la
dichotomie de M¢s “M1-like” versus M¢s “M2-like”

D'un grand intérét, la régulation a la hausse de l'activité d’ARG1 peut jouer un rble
immunorégulateur puissant au début du DT1, car elle entraine une biodisponibilité réduite de
la L-arginine pour iNOS et la production ultérieure de NO. Cela semble étre un mécanisme
essentiel de "l'immunosuppression associée a l'inflammation” (Benghalem et al., 2017). Dans
notre étude, nous avons observé que l'activité d'ARG1 semble étre Iégérement régulée a la
hausse dans les M¢s du DTL1 traités par le Ss, ce dernier réduisait remarquablement les
niveaux d'iNOS, ce qui est cohérent avec les études in vivo et in vitro (Dhanjal et al., 2017;
Zeng et al., 2009). De plus, un fort switch au phénotype anti-inflammatoire M2 (ARG1) ne
semblerait pas toujours souhaitable dans différentes conditions inflammatoires, en particulier
dans les infections virales, comme cela a été récemment rapporté dans la pandémie de
COVID-19 (Stancioiu et al., 2020). Par conséquent, il convient de souligner que le DT1 peut
étre causeé par mimétisme moléculaire, a la suite d'une infection virale, ce qui pourrait renforcer
l'auto-immunité (Filippi and von Herrath, 2008). Il convient de noter que dans certains cas,
l'interprétation des résultats semble difficile, en particulier dans une situation ou deux variables
immunitaires aux effets opposés augmentent ou diminuent simultanément. Par conséquent, la
meilleure facon de déterminer quelle variable domine l'autre est de mesurer le rapport des
deux variables. Ainsi, le rapport des activités INOS/ARGL1 serait plus informatif que l'activité
iINOS ou ARGL1 déterminée seule. A noter également, la dichotomie du M¢ de type M1/M2-like
fait également référence au rapport cytokines pro-inflammatoires/anti-inflammatoires qui
correspond a la polarisation Th1/Th2 des lymphocytes T auxiliaires, respectivement. Ainsi,
dans I'étude actuelle, nous avons observé qu'en l'absence de traitement par le Ss, les ratios
iINOS activité-a-ARGL1 activité, IL-1B-a-1L-10 et TNF-a-a-I1L-10 étaient significativement élévés
dans les M¢s du DT1; tandis que tous ces rapports étaient nettement diminués dans les M¢s
traités par le Ss. De ce fait, nos résultats sont en accord avec ceux d'études précédentes
démontrant que le Ss a des propriétés anti-inflammatoires et qu'il est capable de changer
phénotypiquement les Més de type M1-like pro-inflammatoire/tueur vers un phénotype anti-

inflammatoire/régulateur de type M2 (Nelson et al., 2011).

2.3.5. Effet du sélénite de sodium sur le calcium intracellulaire libre
En tant que second messager omniprésent, |'tCa?" peut affecter plusieurs activités

biologiques du M¢ telles que la production de cytokines, la phagocytose, la fusion phagosome-
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lysosome et la destruction des agents pathogénes (Nunes and Demaurex, 2010), ainsi que la
génération de ROS et le burst respiratoire (Kelly et al., 2010). Les niveaux d'iCa?* devraient
donc étre utilisés comme un contréle puissant pour chaque biomarqueur des activités
fonctionnelles des M¢s.

Dans la présente étude, nous avons observé que le traitement par le Ss réduisait
nettement les niveaux d'sCa?*, confirmant les résultats concernant la phagocytose liée aux M¢
anti-inflammatoires de type M2 (Jaggi et al., 2020), le burst respiratoire, la production de
cytokines et le marqueur de surface cellulaire de l'activation du M¢ CD14. Ces résultats
corroborent notre étude récente sur les Més humain dérivées de monocytes GM-CSF activés
par le LPS (GMMDM) (Meziane et al., 2019).

2.3.6. Effet du sélénite de sodium sur I’expression du CD14

Il a été rapporté que le phénotype M1 est caractérisé par I'expression accrue du
corécepteur CD14, une glycosylphosphatidylinositol, glycoprotéine exprimée principalement a
la surface des cellules myéloides. Il remplit de multiples fonctions comme l'initiation de la
signalisation dépendante du TLR, ce qui suggére qu'il peut réguler la plasticité du M¢ de type
M1/M2 (da Silva et al., 2017). Une étude précédente a rapporté que la fréquence de la maladie
était significativement réduite chez les souris diabétiques non-obeses (NOD) males et femelles
déficientes en CD14 par rapport a leurs proches (Kléting et al., 2004). Dans la présente étude,
nous avons montré que le Ss régulait négativement I'expression de CD14, suggérant que
celui-ci se comporte comme un agent de contréle négatif empéchant I'activation de la fonction
pro-inflammatoire du M¢ M1-like, qui est facilitée par une expression élevée du corécepteur
CD14 (Jimenez-Duran et al., 2020). Du point vu mécanistique, le Ss aurait des effets négatifs
sur les voies d'activation des Mé¢s, ce qui diminuerait par conséquent le niveau d’expression
de CD14.

2.4. Conclusions
Nos résultats viennent supporter I'hypothése que le sélénite de sodium peut moduler
la réponse de I'immunité innée particulierement celle du M¢ et protéger les diabétiques de

type 1 des complications engendrer par la maladie.
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Le DT1 est une maladie auto-immune causée par la destruction des cellules 3
pancréatiques. Elle est considérée comme un trouble qui apparait chez les enfants et les
adolescents, mais parfois aussi chez les adultes. Cette destruction est associée aux cellules
du systéme immunitaire, y compris les M¢s qui sont une population hétérogéne et capable
d’afficher différents phénotypes fonctionnels par polarisation, en réponse a divers signaux
physiologiques et pathogéniques ainsi la régulation de la différentiation et de la polarisation
contribuera au développement de thérapie sélective et efficace.

Les M¢s sont dotés d’'une grande plasticité qui leur permet de changer de phénotype
en réponse a des médicaments ou a des molécules bioactives et compte tenu des propriétés
anti-inflammatoires et immuno-modulatrice du Ss dans l'auto-immunité et l'inflammation

chronique.

Dans ce travail, nous avons étudié pour la premiére fois les effets ex vivo du Ss sur la
modulation des activités fonctionnelles des M¢s humains pro-inflammatoires de type M1 au
cours DT1 récent. Ainsi, nous avons démontré gu'il pourrait étre capable d'inverser les M¢s
de type M1, tout en induisant un switch des activités fonctionnelles phénotypiques vers les
M¢s anti-inflammatoires de type M2, en diminuant, d’'une part, la production des cytokines pro-
inflammatoires, la nécrose, l'activité de I'INOS, le taux d’expression de la molécule co-
stimulante CD14 et le burst respiratoire et favorisant, d’autre part, la production d’'IL-10 et
lactivité d’arginase. Cela fournit une nouvelle approche thérapeutique utilisant Ss pour
promouvoir la fonction anti-inflammatoire des M¢s au début de la maladie, ce qui pourrait
entrainer une protection profonde des cellules B contre les lésions pro-inflammatoires

proéminentes induites par les M¢s de type M1.

En termes de perspectives, I'étude actuelle devrait ouvrir la voie a un large éventail

d'investigations, y compris, mais sans s'y limiter,

() L'étude des voies de signalisation intracellulaires, de la cinétique et du mode

d'action du Ss lors de la polarisation M1-M2.

(ii) Mesurer les effets du Ss sur la régulation de l'activité des canaux calciques dans
les M¢s du DT1.

(iii) Veérifier in vivo I'efficacité de la supplémentation en Ss sur le burst respiratoire, la

production de cytokines et la phagocytose.

(iv) Explorer I'effet du traitement par le Ss sur d'autres marqueurs de l'activation et les
sous-types de M¢, ainsi que sur leur chimiotaxie dans le processus d'inflammation

du DT1 d'apparition récente.
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v)

(vi)

L’étude mécanistique de l'effet du Ss sur linteraction entre les Més pro-

inflammatoires de type M1 et les cellules .

Enfin, bien que le réservoir de cellules B productrices d'insuline ne soit pas encore
completement endommagés au début du DT1,ce qui permet de proposer plus
facilement des thérapies immonomodulatrices chez les patients atteints de DT1
récent que chez les sujets pré-diabétiques, il serait plus judicieux de prévoir de telles
stratégies thérapeutiques pour les patients ayant des antécédents familiaux de DT1
ou des auto-anticorps tenaces, et qui n‘'ont pas encore développé de DT1, c'est-a-
dire des sujets qui sont au stade de pré-diabéte. Ainsi, la présente étude serait plus
intéressante si elle avait été étendue a des M¢s dérivés de monocytes isolés a un
stade prédiabétique afin d'éviter toute limitation éventuelle, sachant que
limmunomodulation pourrait avoir un effet significatif sur le retardement de
l'apparition du diabéte, et , par conséquent, sur le retardement du développement
éventuel de complications diabétiques, en particulier chez les patients ayant un
mauvais contréle glycémique. Cette étude serait également encore plus
intéressante dans le cadre d'un essai clinique ou une taille d'échantillon plus

importante est requise.
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Sodium Selenite Modulates Global Activation of Proinflammatory M1-like

Macrophages, Necroinflammation and M1-like/M2-like Dichotomy at the
Onset of Human Type 1 Diabetes
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!l aboratory of Applied Molecular Biology and Immunology, W0414100, University of Tlemcen, 13000, Tlemcen, Algeria

Abstract: Aim: The study aims to show that sodium selenite (Ss) would have an immunomodula- tory effect on the functional activity of
proinflammatory macrophages (Mes) during their extendedextracellular activation at the onset of human type 1 diabetes (T1D).

Background: Exacerbated activation of proinflammatory “M1” macrophages (M¢s) can promote chronic local pancreatic islet
inflammation and T1D development.

Objective: We investigated the ex vivo effects of Ss on the immune modulation of global/extendedactivation of human proinflammatory
M1-like M¢s.

ARTICLEHISTORY

Methods: Experiments were carried out on primary monocytes-derived M¢s (MDMSs).

R a2 022 Results: The levels of IL-18, TNF-a, H202 and intracellular free calcium ions (iCa2*), and the ratiosof IL-
Accepted: December 07, 2022 1B-to-1L-10 and TNF-a-to-1L-10 were markedly increased in T1D M¢s than in healthy control M¢s.

DOI: 10.2174/1871530323666230201135016  Conversely, both 1L-10 production and arginase 1 (ARGL1) activity were downregulated in TID M¢s.
Additionally, Ss treatment induced a marked downregulation of respiratory burst, i{Ca?*levels, M1-like
M¢-associated inducible nitric oxide (NO) synthase (iNOS) activity, cell necrosis and related
necroinflammation biomarkers, including IL-1p and TNF-a, CD14 expression, and theratios of iNOS-
to-ARG1, IL-1p-to-1L-10, and TNF-a-to-1L-10. Moreover, Ss upregulated anti-in- flammatory “M2-like”
M¢ activity as demonstrated by ARGL1 activity and IL-10 production, as wellas phagocytosis capacity.

Conclusion: Ss exerts a potent immunomodulatory role on functional activities of human proin-
flammatory T1D M1-like M¢s subjected to extended activation, as well as on the M1-like/M2-like
dichotomy. Additionally, the current study provides a novel therapeutic approach using Ss to pro- mote
the anti-inflammatory function of M¢s at the onset of T1D.

Keywords: Extended extracellular activation spectrum, macrophage functional activities, immunomodulation, primary human
M1-like monocyte-derived macrophages, sodium selenite treatment, type 1 diabetes.

1. INTRODUCTION vated (M2) M¢s, has led to show that the detrimental role on f-
cells is attributed to the M1 (killing/fighting “nitric oxide
[NO]”) subtype as proinflammatory phenotype [3,4]. In con-
trast, the anti-inflammatory M2 (wound healing/fixing “L- or-
nithine”) subtype has been known to reduce insulitis and in-
flammation in the pancreas due to the production of anti-in-
flammatory cytokines, like IL-10 [5]. Additionally, accumu-
lative evidence suggests that the damage caused by proinflam-
The current classification of M¢s into two main subtypes,so-  matory M¢s to B-cells may be due to their exacerbated, chronic
called “classically” activated (M1) or “alternatively” acti- and uncontrolled activation, which leads to persistent

Mg¢s have been identified as one of the most critical effec-tor
cells of innate immunity that infiltrate pancreatic lymph node
(PLN) to participate in PB-cells destruction and T1D de-
velopment [1]. Early studies demonstrating M¢s cell-medi- ated
killing of islet cells have been performed through cocul-ture
with mouse pancreatic islet cell monolayers [2].

inflammation of the pancreas [6]. Therefore, in ex vivo or in
*Address correspondence to these authors at the ‘Laboratory of Applied Mo-  vitrg studies, their “continuous” and “global/extended” acti-
lecular Biology and Immunology, W0414100, University of Tlemcen, 13000, 4iinn would be of great interest to mimic their functional roleat
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Modulating the inflammatory process is one of the main current
approaches in T1D immunotherapy. Of note, recent evidence
suggests that trace element selenium supplementa- tion, in the
form of sodium selenite (Ss, Na,SeOs), can be highly effective
in the modulation of both innate and adaptiveimmune responses
[7, 8]. In M¢s, Ss has been demonstrated to exert its anti-
inflammatory effect by attenuating the expres- sion of
proinflammatory genes and prostaglandin D2 metabo-lite (15-
deoxy-delta-'?4-prostaglandin  J2 [(15d-PGJ2)]) that are
recognized to be induced during inflammatory processes [9,10].
Additionally, it has been shown that Ss has the ability to
negatively regulate inflammation and to promote M¢ switching
from classically proinflammatory phenotype to- ward a pro-
resolving anti-inflammatory phenotype, in which a key role was
attributed to cyclooxygenase (COX)-dependent cyclopentenone
prostaglandins, A2-PGJ2 and 15d-PGJ2, thatare produced in
the presence of selenoproteins [11, 12]. Its ability to
downregulate inflammation has been linked to its incorporation
into selenoproteins, while activating pro-resolu-tion pathways
via differential regulation of two transcription factors, including
inhibition of nuclear factor kappa-light- chain-enhancer of
activated B-cells (NF-xB) and activation of peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARy) in a ligand-
dependent  manner.  Moreover, selenoproteins  also
downregulated inflammatory gene expression through epige-
netic mechanisms by decreasing histone H4 acetylation at K12
and K16 in the COX-2 and tumor necrosis factor (TNF)
promoters, and of the subunit p65 of the redox-sensitive tran-
scription factor NF-«xB [13].

On the basis of the aforementioned findings, the purpose of this
study was to investigate the ex vivo effects of Ss on theimmune
modulation of necroinflammation and selected func- tional
activities of proinflammatory human M1-like mono- cyte-
derived M¢s subjected to global/extended activation at the onset
of T1D, including respiratory burst, phagocytosis, cytokines
production and the expression levels of CD14.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Ex vivo Primary Cell Models and Independent Exper-
iments

M¢s were generated from monocyte cells collected from
volunteer patients with T1D or healthy blood donors. Cell
samples were divided into four groups, including healthy con-
trol M¢s (CoM¢), and type 1 diabetic M¢s (T1DM¢), treated
(Ss+) or not (Ss-, critical controls) with Ss. Experiments were
carried out on supernatants, cell lysates, or on whole cells.
Respiratory burst (NO and H,O; production) and levels of cell
necrosis, IL-1B, TNF-o and IL-10 were measured on the su-
pernatants, while lysates were used to measure the concentra-
tion of total cell protein content, ARG1 activity and Ca®* lev- els.
Pathogen phagocytosis and killing capacities were carriedout in
the presence of a reference bacterial strain. iNOS activ-ity was
determined based on NO production and relative pro-teins.
CD14 expression levels on whole cells were assessed bydirect
immunofluorescence using Floid Cell Imaging Station. All
experiments were repeated independently at least four times.
The design of the study is summarized in Fig. (1).
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2.2. Primary Cell Sample Collection Eligibility Criteria
and Ethics Statement

Inthis ex vivo mechanistic study, primary cell sample col-lection
was performed from four newly diagnosed type 1 dia-betics and
age-, body mass index (BMI)-, and sex-matched four healthy
control volunteers. Patients and controls (three female and one
male aged < 20 years old in each group) be- long to the same
geographical locality (Northwest region of Algeria, Tlemcen).
The main exclusion criteria were infec- tion, inflammation,
association with other autoimmune dis- eases, and all factors
that may interfere with the inflammatory process. Inclusion
criteria were mainly informed and written consent, adolescent
or young patients with recent-onset T1D (diabetes duration < 18
months). Diabetes duration was 13.25

+ (standard error of mean) 0.0 months. Body mass index (BMI)
was 20.86 + 0.12. All donors or parents, on behalf of their child,
provided informed written consent. The local In- stitutional
Review Board/Scientific Council approved the cur-rent study
(registration number DBL NMO014).

2.3. Cell Samples Preparation and Treatment
2.3.1. Monocytes Isolation and Purification

Monocytes were isolated from peripheral blood mononu- clear
cells (PBMCs) by the differential plastic adherencemethod [14].
In brief, PBMCs were isolated from fresh ve- nous blood
collected into ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-
containing tubes (BD, Belliver Industrial Estate, UK) by Ficoll-
Histopaque density gradient centrifugation (Ficoll-Histopaque
1077 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) [15], and cell
viability was assayed by Trypan Blue Exclusion Test (TBET)
[16]. PBMCs were then transferred to 24-well plate culture
[15,17] containing RPMI-1640 me- dium (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA), 2 mM L-glu- tamine, 50 pg/mL gentamycin
and 10% autologous serum, and incubated for 2 h at 37 °C and
5% CO with humid at- mosphere [17] to allow monocytes
adherence. The non-ad- herent cells were removed. Monocytes
purity was over 90% as determined by fluorescent staining with
PhycoErytherin  (PE)-anti-human CD14 antibody (BD
Biosciences, San Di- ego, CA, USA) using Floid Cell Imaging
Station (Thermo Fisher Scientific, MA USA) [18] after
microscopically (Zeiss, Germany) cell counting by TBET.

2.3.2. M1-(Classic-) Like Proinflammatory M¢ps Genera-
tion, Extension of the TLR-Ligand-Induced Inflammatory
Activation Spectrum, and Ss Treatment

To generate proinflammatory M1-like M¢s, monocytes were
seeded at 2 x 10° cells per well in RPMI 1640 medium (Sigma
Chemical Co., St Louis, USA) containing 2 mM L- glutamine,
50 pg/mL gentamycin, 10% autologous serum [15]with an equal
concentration of granulocyte-macrophage col- ony-stimulating
factor and interferon-gamma [19-21], andthen incubated for 48
h at 37 °C and 5% CO, with the humid atmosphere. For an
extended extracellular inflammatory acti-vation spectrum, M¢s
were continuously exposed to 5 pg/mLphytohemagglutinin-L
(PHA-L) lectin (PHA-L-Calbiochem),as an agonist of a panel
of toll-like receptors (TLR2/6, 4 and 5) [22], through incubation
for 48 h at 37 °C and 5% CO; with
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the humid atmosphere. Finally, they were treated for 48 h with30
nmol/L (i.e., = 5 ng/mL) Ss [23-25] in a final volume of culture
medium, in order to avoid cell death or cytotoxicity while
obtaining in vitro responses to treatments throughout the
experiments.
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2.4. M¢s Lysis Assay

To determine the levels of proteins, ¥Ca?* and ARG1 ac- tivity,
Més were lysed for 30 min with 500 pL of 0.1 % TritonX 100
(TX100). The reaction was stopped by the addition of a mixture
containing Tris-HCL and MnCl. [26].
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Fig. (1). Study flow-charts. Imbalance of M1-like (killing/fighting “NO”) and M2-like (healing/fixing “L-ornithine””) M¢ toward exacerbated
M1-like M¢ activities has been involved in the induction of chronic local inflammation, promoting pancreatic 3-cell damage and T1D devel-
opment. In the current study, we evaluated the ex vivo effect of Ss on the immunomodulation of phenotypic functional activities of human
proinflammatory M1-like M¢s at the recent-onset T1D. Abbreviations: ARG1: arginase 1, CD14: cluster of differentiation 14, H.02: hydrogen
peroxide, i{Ca?*: intracellular free calcium ions, iNOS: inducible nitric oxide synthase, IL: interleukin, M¢: macrophage, NO: nitric oxide, Ss:
sodium selenite (Na:SeOs), T1D: type 1 diabetes, TNF-a: tumor necrosis factor alpha. (A higher resolution/colour version of this figure is

available in the electronic copy of the article).
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2.5. Protein Assay

Total cell protein concentrations were spectrophotometri-cally
measured in cell lysates using a commercial kit (ThermoFisher
Scientific Inc., USA), based on protein-copper chela- tion
chemistry (biuret/bicinchoninic acid [BCA] method), re-sulting
in the formation of a quantifiable light stable purple- color
complex in an alkaline medium [27].

2.6. Respiratory Burst Assay

Respiratory burst assay was carried out by the determina-tion of
the levels of NO production and H»O: as reactive ni- trogen
(RNS) and molecular oxygen (ROS) species, respec- tively,
released by activated phagocytes in response to proin-
flammatory stimuli [28, 29].

2.6.1. NO Production Assay

NO production levels were evaluated by nitrite (NO2)
measurement, as a stable and final end-product of NO, basedon
the determination of its accumulation in cell-free culture
supernatants using a sensitive colorimetric Griess reaction [30].
Briefly, after the reduction of nitrate to nitrite by adding100 pL
50.9 mM Vanadium (111) chloride (VCls) to an equal volume of
supernatant, deproteinized with trichloracetic acid(TCA), 50 pL.
of the Griess reagent were added, and was in- cubated at 37 °C
for 30 min. Reaction with nitrite causes the development of a
pink color [28]. The absorbance was read at540 nm using
ELISA plate reader (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK).
The concentration of NO production was determined from a
linear standard curve established by so- dium nitrite (NaNO5)
[31].

2.6.2. H202 Assay

H,0O; assay was performed by the modified method of Pickand
Keisari, as described in detail [28, 32, 33] with some mod-
ifications. The assay was based using buffered phenol red so-
lution (PRS [peroxide assay buffer (PAB)-phenolsulfonphtha-
lein (PSP)-Horseradish peroxidase (HRPO, EC 1.11.1.7)])
(details of the PRS composition in [28]). Briefly, after the PRS
solution was immediately prepared prior to the assay, the su-
pernatant was added to the assay mixture at a ratio of 1-4 and
incubated for 30 min at 37 °C, and then the reaction was stopped
by adding 10 uL of 1 N NAOH. Thereafter, the H2O:levels were
measured spectrophotometrically at 610 nm against a blank that
contained buffered PRS and NaOH in ap- propriate
concentrations. A linear standard curve was estab- lished by the
use of dilutions of 30% H,0..

2.7. Phagocytosis and Pathogen-Killing Assays

Phagocytosis and pathogen-killing capacities were carriedout
using a mixture of 2 x 105 M¢s and S. aureus (American Type
Culture Collection [ATCC] 6538) strains at a multiplic-ity of
infection (MOI) of 50 in a 24-well plate, as described [28, 33,
34]. Phagocytosis results were determined using the percentage
decrease in the number of viable extracellular bac-teria. The
percentage of bacterial killing was calculated after the M¢
viability assay after infection using the Trypan Blue counting
test.
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2.8. M1-Likenos) and M2-Likenaraey) Activities Assay

iNOS (EC 1.14.13.39) activity was obtained by normaliz-ing
each NO concentration to milligrams of proteins per welland
expressed as pmol per mg proteins per 30 min. ARG1 (ARG1,
EC 3.5.3.1) activity was measured in cell lysates. Theassay was
carried out using a spectrophotometric technique based on the
determination of the production of urea as de- scribed [35]. The
ARG1 activity was expressed as nmol urea per mg proteins per
1h.

2.9. Necroinflammation Assays

Necroinflammation was assessed by measuring Mos ne- Crosis
and M1-like proinflammatory cytokines IL-1 and TNF-a
production by the remaining non-necrotic Mg¢s. IL-10
production was measured as M2-like regulatory/anti-inflam-
matory-associated cytokine [36].

2.9.1. Necrosis Assay

Necrosis assay was spectrophotometrically performed on an
ELISA reader at 490 nm on cell culture supernatant by lac-tate
dehydrogenase (LDH)-based cytotoxicity method [37] us-ing a
sensitive commercial kit (LDH Colorimetric Assay Kit,Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, USA), according to the manu- facturer’s
instructions. The relative amounts of LDH released from the
cytosol of damaged cells into the supernatant were expressed as
a percentage [38].

2.9.2. Remaining Non-Necrotic M¢s

The fact that non-necrotic M¢s (nonNecrM) remained at the end
of each experiment among the set of viable cytokine-producing
cells in response to proinflammatory stimuli and necrotic M¢
debris, their number was estimated relative to thetotal number of
viable M¢s as follows:

.. NVM X(100 — %Necrosis
Bo%mammg nonNecrM = ¢ 2 )

NVM is the number of viable M¢s at the end of each ex-
periment.

The percentage of nonNecrM = 100 - % Necrosis.
2.9.3. Cytokines Assay

Concentrations of cytokines were quantified in the culture
supernatant using a quantitative sandwich enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). IL-18 and IL-10 levels were
measured by respective commercial ELISA kits (Sigma-Al-
drich, St. Louis, USA). TNF-a levels were determined using
ELISA sets (BD OptEIA, BD Bioscience Pharmingen, San
Diego, CA, USA). Optical densities (ODs) were measured at
450 nm with an ELISA plate reader (BiochromAnthos 2020,
Cambridge, UK). The limits of detection (LOD) were 0.3 pg/mL
for IL-1B, 1 pg/mL for TNF-a and IL-10.

2.10. ifCa?* Assay

The determination of Ca®* levels was performed using the
orthocresolphthalein (OCP) complexone method [33], based on
the reaction of Ca?* with OCP forming a chromogenic
complex, which was measured spectrophotometrically at 560nm
against a blank. The levels of i{Ca* were expressed as ug per mg
proteins.
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windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), and differences were
considered statistically significant at a p-value less than 0.05.

2.11. CD14 Assay

The surface expression levels of CD14 by M¢s were per-
formed by direct immunofluorescence. 2 x 10° of M¢s were
cultured in a chamber slide at 37°C and 5% CO,. After fixa- tion
by 4% paraformaldehyde for 15 min and blocking by 5%FBS in
PBS for 1 h, M¢s were stained with PE-labeled mouseanti-
human CD14 monoclonal antibodies (BD Pharmingen) diluted
at 1:750 in a block solution [39]. The stained cells were assessed
using Floid Cell Imaging Station (ThermoFischer Scientific,
MA USA), and analyzed with ImageJ soft-ware (the National

3. RESULTS

3.1. Ss Downregulates Necrosis and Related Necroinflam-
mation M1-Like M¢s-Associated Proinflammatory Cyto-
kines IL-1p and TNF-a at the Onset of T1D

As shown in Fig. (2), M¢ necrosis and both IL-1p and TNF-a
levels were significantly increased in Ss-untreated T1D Mgs

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)[40, 41].

2.12. Statistical Analyses

The data were presented as the mean with standard error ofmean
(SEM). Statistical analyses were performed by a non-par- ametric
Mann-Whitney U, for two groups or Kruskal-Wallis one-way
analysis of variance (ANOVA) tests, for four groups, with
pairwise comparisons using the Dunn-Bonferroni ap- proach, as
the data were not normally distributed. Statistics were carried

out using SPSS software package version 20.0 for
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than those from Ss-untreated control M¢s; while, remaining
non-necrotic Ms were markedly decreased (re- spectively, p <
0.01, p <0.05, p <0.05 and p < 0.01 by Mann-Whitney U test).
Additionally, Ss treatment induced a marked downregulation
of cell necrosis, IL-1p and TNF-q, and, conversely, a marked
upregulation of remaining non- necrotic M¢s in T1D M¢s when
compared with Ss-untreated T1D M¢s (respectively, p < 0.01,
p <0.05 p<0.0landp<

0.01 by Mann-Whitney U test). When using the Kruskal- Wallis
test, the p-value was less than 0.05 for cell necrosis, and less
than 0.01 for remaining non-necrotic Més, IL-13 and TNF-qa.

::KW

’ »
&’ &

oS

KW

&

&

x
&
&2

Fig. (2). Effect of sodium selenite on necroinflammation and the related production of proinflammatory M1-like IL-1f and TNF-a cytokines at the
onset of human type 1 diabetes. Cytokine levels were measured using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The M¢ necrosis
assay was spectrophotometrically determined by the lactate dehydrogenase (LDH)-based cytotoxicity assay. The number of remaining non-necrotic
M¢s were mathematically estimated at the end of each experiment. The results are presented as the mean with standard error of mean (SEM) of
four independent experiments performed on cell samples isolated from four volunteers with T1D and four healthy controls (n

=16 in each group). The results are presented as the mean with standard error of mean (SEM) of four independent experiments performed on cell
samples isolated from four volunteers with T1D and four healthy controls (n = 16 in each group). Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-:
control M¢ untreated with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with sodium selenite, TIDM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢ untreated with
sodium selenite, T1IDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium selenite, IL-1p: interleukin-1f, non-Necr M¢s: non- necrotic macrophages,
TNF-a: tumor necrosis factor alpha. Statistical differences highlighted among two groups are performed by Mann- Whitney U test. Asterisks
indicate a significant difference between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+ or between TIDM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p < 0.05, **p < 0.01. Statistical
difference between all groups are determined by a non-parametric Kruskal-Wallis (KW) test with pairwise multiplecomparisons using the Dunn-
Bonferroni approach, *KW: p < 0.05, **KW: p < 0.01.
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3.2. Ss Enhances the Production of M2-like M ¢s-Associ-
ated Anti-Inflammatory/Regulatory Cytokine IL-10 at the
Onset of T1D

As depicted in Fig. (3), IL-10 production levels were sim-ilar
between Ss-treated control M¢s and Ss-untreated control Mos
(p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Conversely, a sig- nificant
decrease in IL-10 production levels was observed in Ss-
untreated T1D M¢s compared to Ss-untreated control Més(p <
0.05 by -Whitney U test). Additionally, Ss treatment in- duced
a significant upregulation of 1L-10 production in T1D M¢s (p <
0.05 by Mann-Whitney U test). P-value was less than 0.01 by
Kruskal-Wallis test.
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Fig. (3). Effect of sodium selenite on the production of M2-like anti-
inflammatory/regulatory cytokine IL-10 by human M¢s at the onsetof
type 1 diabetes. The M¢ IL-10 levels were measured using sand- wich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results are
presented as the mean with standard error of mean (SEM) of four
independent experiments performed on cell samples isolated from four
volunteers with T1D and four healthy controls (n = 16 in each group).
Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢ untreated
with sodium selenite, CoMd/Ss+: control M¢ treated with sodium
selenite, TIDM¢/Ss-: Type 1 diabetes M¢ untreated with so-dium
selenite, TIDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodiumselenite,
IL-10: interleukin 10. Statistical differences highlighted among two
groups are performed by Mann-Whitney U test. Asteriskindicates a
significant difference between TIDM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p <0.05.
Statistical difference between all groups are determined by a non-
parametric Kruskal-Wallis (KW) test with pair- wise multiple
comparisons using the Dunn-Bonferroni approach,

**KW: p < 0.01.

3.3. Ss Induces Downregulation of Respiratory Burst of
Proinflammatory M1-like M¢s at the Onset of T1D

As shown in Fig. (4), both NO production and H,0- levelswere
increased in T1D M¢s than in control M¢s, but the dif- ference
did not reach a significant level for NO production
(respectively, p > 0.05 and p < 0.05 by Mann-Whitney U test).
Additionally, Ss treatment induced a marked downregulationof
the two variables, whether in T1D M¢s or control Més (for
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both NO production and H;0;, p < 0.05 by Mann-Whitney U
test). When using Kruskal-Wallis test, p < 0.01.
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Fig. (4). Effect of sodium selenite on human M¢s respiratory burst atthe
onset of type 1 diabetes. The respiratory burst was performed by
measurements of NO production and H202 release. The levels of NO
production were measured by the sensitive Griess reaction. H202 levels
were measured by the adapted method of Pick and Keisar. The resultsare
presented as the mean with standard error of mean (SEM) of five
independent experiments performed on cell samples isolated from four
volunteers with T1D and four healthy controls (n = 20 in each group).
Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢ untreated
with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with sodium sel-
enite, TIDM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢ untreated with sodium selenite,
T1DM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium selenite, NO: ni-tric
oxide, H202: hydrogen peroxide. Statistical differences highlighted
among two groups are performed by Mann-Whitney U test. Asterisks
indicate a significant difference between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+ or
between TI1DM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p < 0.05. Statistical difference
between all groups are determined by a non-parametric Kruskal-Wallis
(KW) test with pairwise multiple comparisons using the Dunn-Bonfer-
roni approach, **KW: p <0.01.

3.4. Ss Treatment has a Marked effect on the Modulation
of M1-like(nos Activity), but Appears to have a Slight Effect
on M2-Likerat activity) at the Onset of T1D

As shown in Fig. (5), T1D M¢s exhibited decreased levelsof
ARG1 activity and increased levels of iNOS activity than in
control Més, but the differences were not significant for the two
comparisons (p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Additionally,Ss
treatment induced upregulation of ARG1 activity whether in
control Mo¢s or T1D M¢s, but the difference was not significant
when comparing between T1D Mgs (respectively, p < 0.05 andp
> 0.05 by Mann-Whitney U test). Conversely, Ss treatment
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induced a significant downregulation of iINOS activity in both
control and T1D Mg¢s (for the two comparisons, p < 0.05 by
Mann-Whitney U test). For multiple comparisons by the Krus-
kal-Wallis test, the p-value was less than 0.05 for ARG1 activ-ity
and less than 0.01 for iNOS activity.
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Fig. (5). Effect of sodium selenite on M1-like(iNOs activity) and M2-
like(ARG 1 activity) human M¢s at the onset of type 1 diabetes. ARG1
activity was measured in M¢ cell lysates using a spectropho-tometric
technique based on the determination of the production of urea. The
results are presented as the mean with standard error of mean (SEM) of
five independent experiments performed on cell sam-ples isolated from
four volunteers with T1D and four healthy controls(n = 20 in each
group). iINOS concentrations were obtained by nor- malization relative
to the protein concentration (data are presented asthe average of iNOS
activity with SEM). Abbreviations: ARG1: ar- ginase 1, iNOS:
inducible nitric oxide synthase, NO: nitric oxide, M¢: macrophage,
CoM¢/Ss-: control M¢ untreated with sodium sel-enite, CoM¢/Ss+:
control M¢ treated with sodium selenite, TIDM¢/Ss-: type 1 diabetes
M¢ untreated with sodium selenite, TADM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢
treated with sodium selenite. Statisticaldifference highlighted among
two groups are performed by Mann- Whitney U test. Asterisks indicate
a significant difference between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+ or between
T1DM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+,

*p <0.05. Statistical difference between all groups are determined bya
non-parametric Kruskal-Wallis (KW) test with pairwise multiple
comparisons using the Dunn-Bonferroni approach, *KW: p < 0.05,
**KW: p <0.01.

3.5. Ss Induces Downregulation of i#Ca?* Levels in Proin-
flammatory M1-like M¢s at the Onset of T1D

We observed in Fig. (6) that the levels of Ca®* were sig-
nificantly increased in T1D M¢s as compared to healthy con-
trol Més (p < 0.05 by Mann-Whitney U test). Additionally, Ss
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treatment markedly downregulated #Ca?* levels in both T1D
M¢és and control Més (for the two comparisons, p < 0.05 by
Mann-Whitney U test). For multiple comparisons using the
Kruskal-Wallis test, the p-value was less than 0.01.
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Fig. (6). Effect of sodium selenite on iCa?*in human M¢ at the onsetof
type 1 diabetes. Intracellular free calcium ion levels were bio-
chemically measured by the orthocresolphthalein (OCP) complexone
method. The results are presented as the mean with standard error of
mean (SEM) of five independent experiments performed on cell sam-
ples isolated from four volunteers with T1D and four healthy controls(n
=20 in each group). Abbreviations: ifCa?* intracellular free cal- cium
ions. M¢: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢ untreated with sodium
selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with sodium sele- nite,
T1DM¢ /Ss-: type 1 diabetes M¢ untreated with sodium sele- nite,
T1DM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium selenite.
Statistical difference highlighted among two groups are performed by
Mann-Whitney U test. Asterisks indicate a significant difference
between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+ or between T1DM¢/Ss- and
T1DM¢/Ss+, *p < 0.05. Statistical difference between all groups are
determined by a non-parametric Kruskal-Wallis (KW) test with pair-
wise multiple comparisons using the Dunn-Bonferroni approach,
**KW: p <0.01.

3.6. Ss Ameliorates Phagocytosis and Pathogen-killing Ca-
pacity of Proinflammatory M1-like M¢s at the Onset of
T1D

As shown in Fig. (7), phagocytosis appeared to be similar
between T1D M¢s and healthy control M¢s; whereas, patho-
gen killing was decreased in T1D M¢s than in control M¢s, but
the difference was not significant (for the two compari- sons, p
> 0.05 by Mann-Whitney U test). However, both phag-ocytosis
and pathogen-killing capacity were markedly upreg-ulated in
Ss-treated T1D M¢s, but phagocytosis was markedly
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downregulated in Ss-treated control M¢s (for the two compar-
isons, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). For multiple com-
parisons by the Kruskal-Wallis test, the p-value was less than
0.05 for both phagocytosis and pathogen killing.
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Fig. (7). Effect of sodium selenite on human M¢ phagocytosis and
pathogen killing at the onset of type 1 diabetes. The bactericidal ac-
tivity of M¢s was assayed using the antibiotic protection method. The
results are presented as the mean with standard error of mean (SEM)
of four independent experiments performed on cell samples isolated
from four volunteers with T1D and four healthy controls (n

=16 in each group). Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-:
control M¢ untreated with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M
treated with sodium selenite, TIDM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢ un-
treated with sodium selenite, TIDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated
with sodium selenite. Statistical difference highlighted among two
groups are performed by Mann-Whitney U test. Asteriskindicates a
significant difference between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+or between
TIDM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p < 0.05. Statistical dif- ference
between all groups are determined by a non-parametric Krus-kal-Wallis
(KW) test with pairwise multiple comparisons using the Dunn-
Bonferroni approach, *KW: p < 0.05.

3.7. Ss Immunomodulates the Balance of Proinflamma-
tory “M1-Like” M¢ Versus Anti-Inflammatory “M2-
Like” M¢ at the Onset of T1D

As illustrated in Fig. 8, the M1:M2 ratio was increased inT1D
Més than in healthy control M¢s, as demonstrated by theratios
of INOS activity-to-ARG1 activity, IL-1p-to-IL-10 andTNF-a-
to-1L-10, but the difference did not reach a significantlevel for
iNOS activity-to-ARG1 activity ratio (respectively, p > 0.05, p
< 0.01 and p < 0.05 by Mann-Whitney U test).
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Additionally, Ss treatment induced downregulation of the
M1:M2 ratio in all groups of T1D M¢s (for all comparisons, p
< 0.05 by Mann-Whitney U test). When using the Kruskal-
Wallis test, the p-value was less than 0.01 for iNOS activity- to-
ARG1 activity and IL-1p-to-1L-10, and less than 0.05 for TNF-
a-to-1L-10.
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Fig. (8). Effect of sodium selenite on the balance of proinflammatory
“M1-like” versus anti-inflammatory “M2-like” M¢s at the onset of type
1 diabetes. The M1-like/M2-like M¢ dichotomy was estimated by the
ratios of iNOS activity-to-ARG1 activity, IL-1p-to-1L-10 andTNF-o-
to-1L-10. M1: classically activated, proinflammatory/killer M¢s, M2:
alternatively activated, anti-inflammatory/regulatory M¢s.The results
are presented as the mean with standard error of mean (SEM).
Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢ untreated
with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with sodium
selenite, TIDM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢ untreated with so-dium
selenite, TIDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodiumselenite.
Statistical difference highlighted among two groups are per-formed by
Mann-Whitney U test. Asterisks indicate a significant dif- ference
between TIDM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p < 0.05. Statisticaldifference
between all groups are determined by a non-parametric Kruskal-Wallis
(KW) test with pairwise multiple comparisons using the Dunn-
Bonferroni approach, *KW: p < 0.05, **KW: p < 0.01.

3.8. Ss Downregulates Proinflammatory M1-Like M¢s
Activation-Associated CD14 Expression at the Onset of
T1D

As we see in Fig. (9), CD14 expression levels were upreg-ulated
in T1ID Mé¢s than in healthy control M¢s, but the dif- ference
was not statistically significant (p > 0.05 by Mann- Whitney U
test). Conversely, the expression levels of CD14
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were downregulated in Ss-treated M¢s, whether in the controlor
T1D group, but the difference was significant only in TLDMgs

(respectively, p > 0.05 and p < 0.05 by Mann-Whitney Utest).
For multiple comparisons, the p-value was less than 0.05by the

Kruskal-Wallis test.
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Fig. (9). Effect of sodium selenite on M1-like M¢s activation-asso-
ciated CD14 expression at the onset of human type 1 diabetes. The
CD14 expression of M¢s was assayed by direct immunofluorescence
thanks to Floid Cell Imaging Station and then analyzed with ImageJ
software. The fluorescence intensity is relative to the respective
background of each cell as follows: corrected total cell fluorescence
(CTCF) = integrated density - (area of selected cell x mean fluores-
cence of background readings). The results are presented as the mean
with standard error of mean (SEM) of four independent experiments
performed on cell samples isolated from four volunteers with T1D and
four healthy controls (n =16 in each group). Abbreviations: CD14:
cluster of differentiation 14, CD14-PE: monoclonal antibody to
CD14 phycoerythrin conjugated, M¢: macrophage, CoM¢/Ss-:
control M¢ untreated with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢p
treated with sodium selenite, TIDM¢/Ss-: type 1 diabetesM¢ untreated
with sodium selenite, TIDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢treated with
sodium selenite. Statistical difference highlighted among two groups
are performed by Mann-Whitney U test. Asterisksindicate a significant
difference between TIDM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p < 0.05. Statistical
difference between all groups are determined by a non-parametric
Kruskal-Wallis (KM) test with pair-wise multiple comparisons using
the Dunn-Bonferroni approach,

*KW: p < 0.05. (A higher resolution/colour version of this figure is
available in the electronic copy of the article).

4. DISCUSSION

We demonstrated herein that Ss downregulates proinflam-
matory M1-like M¢s subjected to global/extended activation,
and immunomodulates necroinflammation, phagocytosis, res-
piratory burst and M1-like/M2-like dichotomy at the onset of
human T1D.
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4.1. Effect of Ss on Necroinflammation and M2-Like Reg-
ulatory/Anti-Inflammatory Cytokine IL-10

Immune cells, including M1 M¢s, but not M2 Més, are more
susceptible to death by necrosis and necroptosis, result-ing in
the release of increased levels of LDH and dead cell proteases
[42]. Notably, the production of proinflammatory cytokines in
response to intracellular content released as a re-sult of plasma
membrane rupture characterizing necrosis rep-resents one of the
main markers of the inflammatory response referred to as
necroinflammation [43]. Hence, inour study, weobserved that Ss
induced both downregulation of necroin- flammation, as
demonstrated by decreased necrosis and M1- like
proinflammatory cytokines IL-1B and TNF-qa, and in- creased
IL-10 production by remaining non-necrotic Mos.

IL-1B exerts its cytotoxic effect on B-cells by increasing the
expression of pro-apoptotic proteins, such as the first apoptosis
signal (Fas/CD95). Their circulating concentration has been
upregulated in newly-diagnosed type 1 diabetic pa- tients [44].
TNF-a has been shown to inhibit insulin secretion[45], as well
as upregulate the expression of major histocom- patibility
complex class I (MHC-I) molecules, thereby accel- erating j3-
cells apoptosis, and subsequently inducing islet in- filtrating
antigen-presenting cells (APCs), including Més [46].
Additionally, TNF-a blockade has been shown to pre- vent non-
obese diabetic (NOD) mice against disease develop-ment [47].
Conversely, IL-10 has the ability to inhibit the pro-duction and
the release of immune mediators, and limits in- flammatory
responses by inhibiting M¢ activation [48]. So, IL-10 deficiency
can result in increased pancreatitis [49]. Globally, our results are
in agreement with those of a previousstudy carried out on U937-
derived M¢s exposed to H.O, as adamage signal of injury and
inflammation, demonstrating that Ss treatment induced a
downregulation of proinflammatory cytokines, including both
IL-1B and TNF-a [50]. They are also in accordance with those
reporting that IL-10 production is downregulated at the
beginning of T1D [33, 51, 52]. Nev- ertheless, to the best of our
knowledge, there is no similar study allowing comparison with
our results. In fine, we postu-lated here that Ss treatment might
play a potent modulating role of necroinflammatory response
mediated-M1-like M¢s atthe recent-onset T1D.

4.2. Effect of Ss on M¢ Respiratory Burst

It has been reported that respiratory burst plays a crucial role in
the pathogenesis of T1D and its complications [53]. Activated
phagocytes, like M¢s, produce high levels of ROS and RNS in
T1D, including H;O, and NO production, which js in
accordance with our outcomes [3, 54]. It has been re- ported that
high NO production is induced by various M¢ pro-inflammatory
cytokines, including IL-1pB and TNF-a, throughthe induction of
iNOS expression by activating the transcrip- tion factors NF-«B
and STAT-1 [55]. Like NO, H20; pro- duced by Ms can also be
toxic to p-cells and cause their dam- age, thereby contributing
potentially to the pathogenesis of T1D [56]. In our study, we
observed that Ss treatment mark- edly downregulated both NO
production and H,O: levels, which is consistent with various
studies [23, 50, 57]. Never- theless, the comparison with other
studies remains limited, knowing that there are no studies on
the effect of Ss on the
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production of NO and H;O; by human Mé¢s during T1D, alt-
hough today it has become one of the major research topics due
to its role in protecting cells and well-documented im- mune
functions.

4.3. Effect of Ss on Phagocytosis and Pathogen Capacities

Phagocytosis represents one of the best markers of overall
functional phenotypic activities. It has been reported that M¢
phagocytosis is compromised in T1D [58]. In the current study,
we observed that Ss has a reversing effect on both phag-ocytic
activity and pathogen killing in T1D Més. Our results argue for
the Ss action on M¢s phenotypic switching under inflammatory
conditions. Although the anti-inflammatory ef-fects of Ss are
well documented [59, 60], their effects on the proinflammatory
M1-like M¢s during T1D seem to be ex- plored here for the first
time, which should pave the way for further mechanistic
investigations.

4.4, Effect of Ss on M1-Likegnos)and M2-Likera1), and
the Dichotomy of “M1-Like” M¢s Versus “M2-Like” M¢s

Of great interest, the upregulation of ARGL1 activity may play a
potent immunoregulatory role at the onset of T1D, as this results
in reduced bioavailability of L-arginine for iNOS and the
subsequent NO production. This appears to be an es- sential
mechanism of “inflammation-associated immunosup- pression”
[33]. In our study, we observed that although ARG1activity
appears to be slightly upregulated in Ss-treated T1D Mg¢s, Ss
remarkably reduced iNOS levels, which is consistentwith both
in vivo and in vitro studies [61, 62]. Moreover, a strong switch
to the anti-inflammatory M2 arc1) phenotype would not always
seem desirable in different inflammatory conditions, especially
in viral infections, as has been recentlyreported in the COVID-
19 pandemic [63]. Therefore, it should be pointed out that T1D
can be caused by molecular mimicry,as the result of viral
infection, which might enhance autoim- munity [64]. Of note,
in some cases, interpreting results ap- pear difficult, especially
in situation where two immune vari-ables with opposing effects
increase or decrease simultane- ously. Therefore, the best way
to determine which variable dominates the other is to measure
the ratio of the two varia- bles. Thus, the ratio of INOS/ARG1
activities would be more informative than iNOS or ARG1
activity determined alone. Also of note, M1-like/M2-like Mo
dichotomy also refers to the proinflammatory/anti-
inflammatory cytokines ratio,which corresponds to the Th1/Th2
polarization of helper T- cells, respectively. So, in the current
study, we observed that in the absence of Ss treatment, the ratios
of INOS to-ARG1 activity, IL-1p-to-1L-10 and TNF-a-to-1L-10
were markedly increased in T1D M¢s; while, all of these ratios
were mark- edly decreased in Ss-treated M¢s. Hence, our results
are in agreement with those of previous studies demonstrating
that Ss has anti-inflammatory proprieties and it is able to pheno-
typic switch of proinflammatory/killer M1-like toward anti-
inflammatory/regulatory M2-like dominant M¢s [65].

4.5, Effect of Ss on ifCa?*

As a ubiquitous second messenger, Ca?* can affect sev- eral
biological activities of M¢, such as cytokines production,
phagocytosis, phagosome-lysosome fusion and pathogen kill-
ing [66], as well as ROS generation and respiratory burst [67].
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i*Ca" levels should therefore be used as a potent control for each
biomarker of functional activities of M¢s. In the currentstudy,
we observed that Ss treatment markedly downregulated iCa?*
levels, confirming results regarding phagocytosis re- lated to
anti-inflammatory M2-like Mg¢s [68], respiratory burst,
cytokines production, and cell surface marker of M¢ ac-tivation
CD14. These results corroborate our recent study on human
LPS-activated GM-CSF monocyte-derived M¢s (GM-MDM)
[24].

4.6. Effect of Ss on M1-Like M¢ Activation-Associated
CD14 Expression

It has been reported that activated M1 M¢ phenotype is
characterized by the increased expression of toll-like receptor
(TLR) CD14 co-receptor, a glycosylphosphatidylinositol-an-
chored glycoprotein expressed primarily on the surface of my-
eloid cells. It performs multiple functions as the initiation of
TLR-dependent signaling, suggesting that it may function to
regulate M1-like/M2-like M¢ plasticity [69]. A previous study
reported that the disease frequency was significantly de-creased
in CD14-deficient male and female non-obese dia- betic (NOD)
mice compared with their relatives [70]. In the current study, we
showed that Ss downregulated the CD14 ex-pression, suggesting
that Ss behaves as a negative controller agent preventing the
activation of proinflammatory M1-like M¢ function, which is
facilitated by high expression of the co-receptor CD14 [71].
Mechanistically, Ss would have negative effects on the
activation pathways of M¢s, which would con- sequently
decrease the level of their CD14 expression.

Chapitre 1. CONCLUSION

In conclusion, we demonstrated that Ss may be able to re-verse
the extended extracellular inflammatory activation spec-trum of
M1-like M¢s, while inducing a shift of phenotypic functional
activities to anti-infllmmatory M2-like M¢s. This provides a
novel therapeutic approach using Ss to promote the anti-
inflammatory function of M¢s at the disease onset, whichmight
result in profound protection of B-cells against prominent
proinflammatory M1-like macrophage-induced injury. In terms of
perspectives, the current study should pave the way for a wide
range of investigations, including, but not limited to, (i)study of
intracellular signaling pathways, kinetics and mode ofaction of Ss
during M1-M2 polarization, (ii) measure the effectsof Ss on the
regulation of calcium channels activity in T1D Més, (iii) verify
in vivo the efficacy of Ss supplementation onthe respiratory
burst, cytokines production and phagocytosis,

(iv) explore the effect of Ss treatment on other markers of M¢
activation and subtypes, as well as on their chemotaxis in the
process of inflammation at the recent-onset T1D, and (iv)
mechanistic study of Ss effect on the cross-talk between proin-
flammatory M1-like Mos and B-cells. Finally, although the res-
ervoir of insulin-producing beta-cells is not yet completely
damaged at the T1D onset, which makes it easier to offer im-
munomodulatory therapies in patients with recent-onset T1D
than in pre-diabetic subjects, it would be wiser to plan such ther-
apeutic strategies for patients with a family history of T1D or
tenacious autoantibodies, and who have not yet developed T1D,
i.e., subjects who are at the pre-diabetes stage. So, the present
study would be more interesting if it had been extended to mon-
ocyte-derived M¢s isolated at a pre-diabetic stage in order to
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avoid any possible limitation, knowing that immunomodulation
could have a significant effect on delaying the onset of diabetes,
and, consequently, on delaying the possible development of di-
abetic complications, especially in patients with poor glycemic
control. This study would also be even more interesting in the
context of a clinical trial where a larger sample size is required.

Chapitre 2.  LIST OF ABBREVIATIONS
ARG1 = Arginase 1
CD14 = Cluster of Differentiation 14
CD14-PE = Monoclonal Antibody to CD14 Phyco-
erythrin Conjugated
CoM¢/Ss- = Control M¢ Untreated with Sodium Selenite
CoM¢/Ss+ = Control M¢ Treated with Sodium Selenite
CTCF = Corrected Total Cell Fluorescence
H20, = Hydrogen Peroxide
ifCa%" = Intracellular Free Calcium lons
IL = Interleukin
iNOS = Inducible Nitric Oxide Synthase
KW = Kruskal-Wallis Test
MDMs = Monocytes-Derived Més
Mo = Macrophage
NO = Nitric Oxide
non-Necr M¢s = Non-Necrotic Macrophages
PE = Phycoerythrin
PLN = Pancreatic Lymph Node
SEM = Standard Error of Mean
Ss = Sodium Selenite (Na,Se0Os)
TiD = Type 1 Diabetes
T1DM¢/Ss- = Type 1 Diabetes M¢ Untreated with So-
dium Selenite
T1DM¢/Ss+ = Type 1 Diabetes M¢ Treated with Sodium
Selenite
TBET = Trypan Blue Exclusion Test
TNF = Tumor Necrosis Factor
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Abstract: Aim: The study aims to show that sodium selenite (Ss) would have an immunomodula-
tory effect on the functional activity of proinflammatory macrophages (Mes) during their extended
extracellular activation at the onset of human type 1 diabetes (T1D).

Background: Exacerbated activation of proinflammatory “M1” macrophages (M¢s) can promote
chronic local pancreatic islet inflammation and T1D development.

Objective: We investigated the ex vivo effects of Ss on the immune modulation of global/extended
activation of human proinflammatory M1-like M¢s.

Methods: Experiments were carried out on primary monocytes-derived M¢s (MDMs).

Results: The levels of IL-1B, TNF-a, H202 and intracellular free calcium ions (Ca?*), and the ratios
of IL-1pB-to-1L-10 and TNF-o-to-1L-10 were markedly increased in TLD M¢s than in healthy control
M¢s. Conversely, both 1L-10 production and arginase 1 (ARG1) activity were downregulated in
T1D M¢s. Additionally, Ss treatment induced a marked downregulation of respiratory burst, Ca%*
levels, M1-like M¢-associated inducible nitric oxide (NO) synthase (iNOS) activity, cell necrosis
and related necroinflammation biomarkers, including IL-1f and TNF-a, CD14 expression, and the
ratios of INOS-to-ARG1, IL-1p-to-IL-10, and TNF-a-to-1L-10. Moreover, Ss upregulated anti-in-
flammatory “M2-like” M¢ activity as demonstrated by ARG activity and IL-10 production, as well
as phagocytosis capacity.

Conclusion: Ss exerts a potent immunomodulatory role on functional activities of human proin-
flammatory T1D M1-like Més subjected to extended activation, as well as on the M1-like/M2-like
dichotomy. Additionally, the current study provides a novel therapeutic approach using Ss to pro-
mote the anti-inflammatory function of M¢s at the onset of T1D.

Keywords: Extended extracellular activation spectrum, macrophage functional activities, immunomodulation, primary human
M1-like monocyte-derived macrophages, sodium selenite treatment, type 1 diabetes.

1. INTRODUCTION

M¢s have been identified as one of the most critical effec-
tor cells of innate immunity that infiltrate pancreatic lymph
node (PLN) to participate in B-cells destruction and T1D de-
velopment [1]. Early studies demonstrating Més cell-medi-
ated killing of islet cells have been performed through cocul-
ture with mouse pancreatic islet cell monolayers [2].

The current classification of M¢s into two main subtypes,
so-called “classically” activated (M1) or “alternatively” acti-

*Address correspondence to these authors at the *Laboratory of Applied Mo-
lecular Biology and Immunology, W0414100, University of Tlemcen, 13000,
Tlemcen, Algeria; Tel: +213-0-556-281-751; E-mail: mourad.aribi@univ-
tlemcen.dz
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vated (M2) M¢s, has led to show that the detrimental role on
B-cells is attributed to the M1 (killing/fighting “nitric oxide
[NO7”) subtype as proinflammatory phenotype [3,4]. In con-
trast, the anti-inflammatory M2 (wound healing/fixing “L- or-
nithine”) subtype has been known to reduce insulitis and in-
flammation in the pancreas due to the production of anti-in-
flammatory cytokines, like IL-10 [5]. Additionally, accumu-
lative evidence suggests that the damage caused by proinflam-
matory M¢s to B-cells may be due to their exacerbated,
chronic and uncontrolled activation, which leads to persistent
inflammation of the pancreas [6]. Therefore, in ex vivo or in
vitro studies, their “continuous” and “global/extended” acti-
vation would be of great interest to mimic their functional role
at the beginning of T1D.

© 2023 Bentham Science Publishers
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Modulating the inflammatory process is one of the main
current approaches in T1D immunotherapy. Of note, recent
evidence suggests that trace element selenium supplementa-
tion, in the form of sodium selenite (Ss, Na,SeOs), can be
highly effective in the modulation of both innate and adaptive
immune responses [7, 8]. In M¢s, Ss has been demonstrated
to exert its anti-inflammatory effect by attenuating the expres-
sion of proinflammatory genes and prostaglandin D2 metabo-
lite (15-deoxy-delta-#14-prostaglandin J2 [(15d-PGJ2)]) that
are recognized to be induced during inflammatory processes
[9,10]. Additionally, it has been shown that Ss has the ability
to negatively regulate inflammation and to promote M¢
switching from classically proinflammatory phenotype to-
ward a pro-resolving anti-inflammatory phenotype, in which
a key role was attributed to cyclooxygenase (COX)-dependent
cyclopentenone prostaglandins, A?-PGJ2 and 15d-PGJ2, that
are produced in the presence of selenoproteins [11, 12]. Its
ability to downregulate inflammation has been linked to its
incorporation into selenoproteins, while activating pro-resolu-
tion pathways via differential regulation of two transcription
factors, including inhibition of nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells (NF-xB) and activation of
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARYy)
in a ligand-dependent manner. Moreover, selenoproteins also
downregulated inflammatory gene expression through epige-
netic mechanisms by decreasing histone H4 acetylation at
K12 and K16 in the COX-2 and tumor necrosis factor (TNF)
promoters, and of the subunit p65 of the redox-sensitive tran-
scription factor NF-xB [13].

On the basis of the aforementioned findings, the purpose
of this study was to investigate the ex vivo effects of Ss on the
immune modulation of necroinflammation and selected func-
tional activities of proinflammatory human M1-like mono-
cyte-derived M¢s subjected to global/extended activation at
the onset of T1D, including respiratory burst, phagocytosis,
cytokines production and the expression levels of CD14.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Ex vivo Primary Cell Models and Independent Exper-
iments

Maos were generated from monocyte cells collected from
volunteer patients with T1D or healthy blood donors. Cell
samples were divided into four groups, including healthy con-
trol M¢s (CoM¢), and type 1 diabetic M¢s (TLDM¢), treated
(Ss+) or not (Ss-, critical controls) with Ss. Experiments were
carried out on supernatants, cell lysates, or on whole cells.
Respiratory burst (NO and H20- production) and levels of cell
necrosis, IL-1p, TNF-a and IL-10 were measured on the su-
pernatants, while lysates were used to measure the concentra-
tion of total cell protein content, ARG1 activity and i{Ca®* lev-
els. Pathogen phagocytosis and killing capacities were carried
out in the presence of a reference bacterial strain. iNOS activ-
ity was determined based on NO production and relative pro-
teins. CD14 expression levels on whole cells were assessed by
direct immunofluorescence using Floid Cell Imaging Station.
All experiments were repeated independently at least four
times. The design of the study is summarized in Fig. (1).
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2.2. Primary Cell Sample Collection Eligibility Criteria
and Ethics Statement

In this ex vivo mechanistic study, primary cell sample col-
lection was performed from four newly diagnosed type 1 dia-
betics and age-, body mass index (BMI)-, and sex-matched
four healthy control volunteers. Patients and controls (three
female and one male aged < 20 years old in each group) be-
long to the same geographical locality (Northwest region of
Algeria, Tlemcen). The main exclusion criteria were infec-
tion, inflammation, association with other autoimmune dis-
eases, and all factors that may interfere with the inflammatory
process. Inclusion criteria were mainly informed and written
consent, adolescent or young patients with recent-onset T1D
(diabetes duration < 18 months). Diabetes duration was 13.25
* (standard error of mean) 0.0 months. Body mass index
(BMI) was 20.86 + 0.12. All donors or parents, on behalf of
their child, provided informed written consent. The local In-
stitutional Review Board/Scientific Council approved the cur-
rent study (registration number DBL NM014).

2.3. Cell Samples Preparation and Treatment
2.3.1. Monocytes Isolation and Purification

Monocytes were isolated from peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) by the differential plastic adherence
method [14]. In brief, PBMCs were isolated from fresh ve-
nous blood collected into ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA)-containing tubes (BD, Belliver Industrial Estate,
UK) by Ficoll-Histopaque density gradient centrifugation
(Ficoll-Histopaque 1077 Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) [15], and cell viability was assayed by Trypan Blue
Exclusion Test (TBET) [16]. PBMCs were then transferred
to 24-well plate culture [15,17] containing RPMI-1640 me-
dium (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), 2 mM L-glu-
tamine, 50 pg/mL gentamycin and 10% autologous serum,
and incubated for 2 h at 37 °C and 5% CO; with humid at-
mosphere [17] to allow monocytes adherence. The non-ad-
herent cells were removed. Monocytes purity was over 90%
as determined by fluorescent staining with PhycoErytherin
(PE)-anti-human CD14 antibody (BD Biosciences, San Di-
ego, CA, USA) using Floid Cell Imaging Station (Thermo
Fisher Scientific, MA USA) [18] after microscopically
(Zeiss, Germany) cell counting by TBET.

2.3.2. M1-(Classic-) Like Proinflammatory M¢s Genera-
tion, Extension of the TLR-Ligand-Induced Inflammatory
Activation Spectrum, and Ss Treatment

To generate proinflammatory M1-like Més, monocytes
were seeded at 2 x 10° cells per well in RPMI 1640 medium
(Sigma Chemical Co., St Louis, USA) containing 2 mM L-
glutamine, 50 pg/mL gentamycin, 10% autologous serum [15]
with an equal concentration of granulocyte-macrophage col-
ony-stimulating factor and interferon-gamma [19-21], and
then incubated for 48 h at 37 °C and 5% CO_ with the humid
atmosphere. For an extended extracellular inflammatory acti-
vation spectrum, M¢s were continuously exposed to 5 pg/mL
phytohemagglutinin-L (PHA-L) lectin (PHA-L-Calbiochem),
as an agonist of a panel of toll-like receptors (TLR2/6, 4 and
5) [22], through incubation for 48 h at 37 °C and 5% CO_ with
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the humid atmosphere. Finally, they were treated for 48 h with 2.4. M¢s Lysis Assay
30 nmol/L (i.e., = 5 ng/mL) Ss [23-25] in a final volume of
culture medium, in order to avoid cell death or cytotoxicity
while obtaining in vitro responses to treatments throughout
the experiments.

To determine the levels of proteins, Ca?* and ARG1 ac-
tivity, M¢s were lysed for 30 min with 500 pL of 0.1 % Triton
X 100 (TX100). The reaction was stopped by the addition of
a mixture containing Tris-HCL and MnCl; [26].
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Fig. (1). Study flow-charts. Imbalance of M1-like (killing/fighting “NO”) and M2-like (healing/fixing “L-ornithine) M¢ toward exacerbated
M1-like M¢ activities has been involved in the induction of chronic local inflammation, promoting pancreatic p-cell damage and T1D devel-
opment. In the current study, we evaluated the ex vivo effect of Ss on the immunomodulation of phenotypic functional activities of human
proinflammatory M1-like M¢s at the recent-onset T1D. Abbreviations: ARG1: arginase 1, CD14: cluster of differentiation 14, H202: hydrogen
peroxide, ifCa?*: intracellular free calcium ions, iNOS: inducible nitric oxide synthase, IL: interleukin, M¢: macrophage, NO: nitric oxide, Ss:
sodium selenite (Na2SeOs), T1D: type 1 diabetes, TNF-a: tumor necrosis factor alpha. (A higher resolution/colour version of this figure is
available in the electronic copy of the article).
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2.5. Protein Assay

Total cell protein concentrations were spectrophotometri-
cally measured in cell lysates using a commercial kit (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA), based on protein-copper chela-
tion chemistry (biuret/bicinchoninic acid [BCA] method), re-
sulting in the formation of a quantifiable light stable purple-
color complex in an alkaline medium [27].

2.6. Respiratory Burst Assay

Respiratory burst assay was carried out by the determina-
tion of the levels of NO production and H;0- as reactive ni-
trogen (RNS) and molecular oxygen (ROS) species, respec-
tively, released by activated phagocytes in response to proin-
flammatory stimuli [28, 29].

2.6.1. NO Production Assay

NO production levels were evaluated by nitrite (NO2)
measurement, as a stable and final end-product of NO, based
on the determination of its accumulation in cell-free culture
supernatants using a sensitive colorimetric Griess reaction
[30]. Briefly, after the reduction of nitrate to nitrite by adding
100 pL 50.9 mM Vanadium (111) chloride (VCls) to an equal
volume of supernatant, deproteinized with trichloracetic acid
(TCA), 50 uL of the Griess reagent were added, and was in-
cubated at 37 °C for 30 min. Reaction with nitrite causes the
development of a pink color [28]. The absorbance was read at
540 nm using ELISA plate reader (Biochrom Anthos 2020,
Cambridge, UK). The concentration of NO production was
determined from a linear standard curve established by so-
dium nitrite (NaNO2) [31].

2.6.2. H202 Assay

H202assay was performed by the modified method of Pick
and Keisari, as described in detail [28, 32, 33] with some mod-
ifications. The assay was based using buffered phenol red so-
lution (PRS [peroxide assay buffer (PAB)-phenolsulfonphtha-
lein (PSP)-Horseradish peroxidase (HRPO, EC 1.11.1.7)])
(details of the PRS composition in [28]). Briefly, after the PRS
solution was immediately prepared prior to the assay, the su-
pernatant was added to the assay mixture at a ratio of 1-4 and
incubated for 30 min at 37 °C, and then the reaction was
stopped by adding 10 uL of 1 N NAOH. Thereafter, the H,O;
levels were measured spectrophotometrically at 610 nm
against a blank that contained buffered PRS and NaOH in ap-
propriate concentrations. A linear standard curve was estab-
lished by the use of dilutions of 30% H,0O..

2.7. Phagocytosis and Pathogen-Killing Assays

Phagocytosis and pathogen-killing capacities were carried
out using a mixture of 2 x 10° M¢s and S. aureus (American
Type Culture Collection [ATCC] 6538) strains at a multiplic-
ity of infection (MOI) of 50 in a 24-well plate, as described
[28, 33, 34]. Phagocytosis results were determined using the
percentage decrease in the number of viable extracellular bac-
teria. The percentage of bacterial killing was calculated after
the M¢ viability assay after infection using the Trypan Blue
counting test.
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2.8. M1-Likegnos) and M2-Likenarcyy Activities Assay

iNOS (EC 1.14.13.39) activity was obtained by normaliz-
ing each NO concentration to milligrams of proteins per well
and expressed as pmol per mg proteins per 30 min. ARG1
(ARG1, EC 3.5.3.1) activity was measured in cell lysates. The
assay was carried out using a spectrophotometric technique
based on the determination of the production of urea as de-
scribed [35]. The ARGL1 activity was expressed as nmol urea
per mg proteins per 1 h.

2.9. Necroinflammation Assays

Necroinflammation was assessed by measuring M¢s ne-
crosis and M1-like proinflammatory cytokines IL-1p and
TNF-a production by the remaining non-necrotic M¢s. I1L-10
production was measured as M2-like regulatory/anti-inflam-
matory-associated cytokine [36].

2.9.1. Necrosis Assay

Necrosis assay was spectrophotometrically performed on
an ELISA reader at 490 nm on cell culture supernatant by lac-
tate dehydrogenase (LDH)-based cytotoxicity method [37] us-
ing a sensitive commercial kit (LDH Colorimetric Assay Kit,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA), according to the manu-
facturer’s instructions. The relative amounts of LDH released
from the cytosol of damaged cells into the supernatant were
expressed as a percentage [38].

2.9.2. Remaining Non-Necrotic M¢s

The fact that non-necrotic M¢s (honNecrM) remained at
the end of each experiment among the set of viable cytokine-
producing cells in response to proinflammatory stimuli and
necrotic M¢ debris, their number was estimated relative to the
total number of viable M¢s as follows:

NVM x (100 — %Necrosis)
100

NVM is the number of viable M¢s at the end of each ex-
periment.

Remaining nonNecrM =

The percentage of nonNecrM = 100 - % Necrosis.
2.9.3. Cytokines Assay

Concentrations of cytokines were quantified in the culture
supernatant using a quantitative sandwich enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA). IL-1p and IL-10 levels were
measured by respective commercial ELISA Kits (Sigma-Al-
drich, St. Louis, USA). TNF-a levels were determined using
ELISA sets (BD OptEIA, BD Bioscience Pharmingen, San
Diego, CA, USA). Optical densities (ODs) were measured at
450 nm with an ELISA plate reader (BiochromAnthos 2020,
Cambridge, UK). The limits of detection (LOD) were 0.3
pa/mL for IL-1pB, 1 pg/mL for TNF-a and 1L-10.

2.10. ifCa?* Assay

The determination of Ca?* levels was performed using the
orthocresolphthalein (OCP) complexone method [33], based
on the reaction of {Ca®* with OCP forming a chromogenic
complex, which was measured spectrophotometrically at 560
nm against a blank. The levels of Ca?* were expressed as pg
per mg proteins.
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2.11. CD14 Assay

The surface expression levels of CD14 by M¢s were per-
formed by direct immunofluorescence. 2 x 10° of M¢s were
cultured in a chamber slide at 37°C and 5% CO,. After fixa-
tion by 4% paraformaldehyde for 15 min and blocking by 5%
FBS in PBS for 1 h, M¢s were stained with PE-labeled mouse
anti-human CD14 monoclonal antibodies (BD Pharmingen)
diluted at 1:750 in a block solution [39]. The stained cells
were assessed using Floid Cell Imaging Station (Thermo
Fischer Scientific, MA USA), and analyzed with ImageJ soft-
ware (the National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
[40, 41].

2.12. Statistical Analyses

The data were presented as the mean with standard error of
mean (SEM). Statistical analyses were performed by a non-par-
ametric Mann-Whitney U, for two groups or Kruskal-Wallis
one-way analysis of variance (ANOVA) tests, for four groups,
with pairwise comparisons using the Dunn-Bonferroni ap-
proach, as the data were not normally distributed. Statistics
were carried out using SPSS software package version 20.0 for
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windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), and differences were
considered statistically significant at a p-value less than 0.05.

3. RESULTS

3.1. Ss Downregulates Necrosis and Related Necroinflam-
mation M1-Like M¢s-Associated Proinflammatory Cyto-
kines IL-1p and TNF-a at the Onset of T1D

As shown in Fig. (2), M¢ necrosis and both IL-1p and
TNF-o levels were significantly increased in Ss-untreated
T1D Més than those from Ss-untreated control M¢s; while,
remaining non-necrotic M¢s were markedly decreased (re-
spectively, p <0.01, p<0.05, p <0.05and p < 0.01 by Mann-
Whitney U test). Additionally, Ss treatment induced a
marked downregulation of cell necrosis, IL-1p and TNF-a,
and, conversely, a marked upregulation of remaining non-
necrotic M¢s in T1D M¢s when compared with Ss-untreated
T1D Més (respectively, p <0.01, p<0.05,p<0.01and p <
0.01 by Mann-Whitney U test). When using the Kruskal-
Wallis test, the p-value was less than 0.05 for cell necrosis,
and less than 0.01 for remaining non-necrotic M¢s, IL-1p
and TNF-a.
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Fig. (2). Effect of sodium selenite on necroinflammation and the related production of proinflammatory M1-like IL-1p and TNF-a cytokines at
the onset of human type 1 diabetes. Cytokine levels were measured using sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The M¢
necrosis assay was spectrophotometrically determined by the lactate dehydrogenase (LDH)-based cytotoxicity assay. The number of remaining
non-necrotic M¢s were mathematically estimated at the end of each experiment. The results are presented as the mean with standard error of
mean (SEM) of four independent experiments performed on cell samples isolated from four volunteers with T1D and four healthy controls (n
=16 in each group). The results are presented as the mean with standard error of mean (SEM) of four independent experiments performed on
cell samples isolated from four volunteers with T1D and four healthy controls (n = 16 in each group). Abbreviations: M¢: macrophage,
CoM¢/Ss-: control M¢ untreated with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with sodium selenite, TLDM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢
untreated with sodium selenite, TLDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium selenite, IL-1pB: interleukin-1B, non-Necr M¢s: non-
necrotic macrophages, TNF-a: tumor necrosis factor alpha. Statistical differences highlighted among two groups are performed by Mann-
Whitney U test. Asterisks indicate a significant difference between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+ or between TIDM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p <
0.05, **p < 0.01. Statistical difference between all groups are determined by a non-parametric Kruskal-Wallis (KW) test with pairwise multiple
comparisons using the Dunn-Bonferroni approach, *KW: p < 0.05, **KW: p < 0.01.
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3.2. Ss Enhances the Production of M2-like M¢s-Associ-
ated Anti-Inflammatory/Regulatory Cytokine IL-10 at the
Onset of T1D

As depicted in Fig. (3), IL-10 production levels were sim-
ilar between Ss-treated control M¢s and Ss-untreated control
M¢s (p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Conversely, a sig-
nificant decrease in 1L-10 production levels was observed in
Ss-untreated T1D M¢s compared to Ss-untreated control M¢s
(p < 0.05 by -Whitney U test). Additionally, Ss treatment in-
duced a significant upregulation of IL-10 production in T1D
Mos (p < 0.05 by Mann-Whitney U test). P-value was less
than 0.01 by Kruskal-Wallis test.
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Fig. (3). Effect of sodium selenite on the production of M2-like anti-
inflammatory/regulatory cytokine IL-10 by human M¢s at the onset
of type 1 diabetes. The M¢ I1L-10 levels were measured using sand-
wich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results are
presented as the mean with standard error of mean (SEM) of four
independent experiments performed on cell samples isolated from
four volunteers with T1D and four healthy controls (n = 16 in each
group). Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢
untreated with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with
sodium selenite, TLIDM¢/Ss-: Type 1 diabetes M¢ untreated with so-
dium selenite, TLDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium
selenite, IL-10: interleukin 10. Statistical differences highlighted
among two groups are performed by Mann-Whitney U test. Asterisk
indicates a significant difference between T1DM¢/Ss- and
T1DM¢/Ss+, *p <0.05. Statistical difference between all groups are
determined by a non-parametric Kruskal-Wallis (KW) test with pair-
wise multiple comparisons using the Dunn-Bonferroni approach,
**KW: p <0.01.

3.3. Ss Induces Downregulation of Respiratory Burst of
Proinflammatory M1-like M¢s at the Onset of T1D

As shown in Fig. (4), both NO production and H,O; levels
were increased in T1D M¢s than in control M¢s, but the dif-
ference did not reach a significant level for NO production
(respectively, p > 0.05 and p < 0.05 by Mann-Whitney U test).
Additionally, Ss treatment induced a marked downregulation
of the two variables, whether in T1D M¢s or control Més (for
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both NO production and H202, p < 0.05 by Mann-Whitney U
test). When using Kruskal-Wallis test, p < 0.01.
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Fig. (4). Effect of sodium selenite on human Més respiratory burst at
the onset of type 1 diabetes. The respiratory burst was performed by
measurements of NO production and H20z2 release. The levels of NO
production were measured by the sensitive Griess reaction. H20z levels
were measured by the adapted method of Pick and Keisar. The results
are presented as the mean with standard error of mean (SEM) of five
independent experiments performed on cell samples isolated from four
volunteers with T1D and four healthy controls (n = 20 in each group).
Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢ untreated
with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with sodium sel-
enite, TLDM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢ untreated with sodium selenite,
T1DM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium selenite, NO: ni-
tric oxide, H202: hydrogen peroxide. Statistical differences highlighted
among two groups are performed by Mann-Whitney U test. Asterisks
indicate a significant difference between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+ or
between TIDM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p < 0.05. Statistical difference
between all groups are determined by a non-parametric Kruskal-Wallis
(KW) test with pairwise multiple comparisons using the Dunn-Bonfer-
roni approach, **KW: p < 0.01.
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3.4. Ss Treatment has a Marked effect on the Modulation
of M1-likeginos activity), but Appears to have a Slight Effect
on M2-Like(arai activity) at the Onset of T1D

As shown in Fig. (5), T1D M¢s exhibited decreased levels
of ARG1 activity and increased levels of iNOS activity than in
control Més, but the differences were not significant for the two
comparisons (p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Additionally,
Ss treatment induced upregulation of ARG1 activity whether in
control M¢s or T1D Més, but the difference was not significant
when comparing between T1D Mos (respectively, p < 0.05 and
p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Conversely, Ss treatment
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induced a significant downregulation of iNOS activity in both
control and T1D M¢s (for the two comparisons, p < 0.05 by
Mann-Whitney U test). For multiple comparisons by the Krus-
kal-Wallis test, the p-value was less than 0.05 for ARG1 activ-
ity and less than 0.01 for iNOS activity.
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Fig. (5). Effect of sodium selenite on M1-like(iNOs activity) and
M2-like(ARG 1 activity) human M¢s at the onset of type 1 diabetes.
ARG1 activity was measured in M¢ cell lysates using a spectropho-
tometric technique based on the determination of the production of
urea. The results are presented as the mean with standard error of
mean (SEM) of five independent experiments performed on cell sam-
ples isolated from four volunteers with T1D and four healthy controls
(n =20 in each group). iINOS concentrations were obtained by nor-
malization relative to the protein concentration (data are presented as
the average of INOS activity with SEM). Abbreviations: ARG1: ar-
ginase 1, iNOS: inducible nitric oxide synthase, NO: nitric oxide,
Mé: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢ untreated with sodium sel-
enite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with sodium selenite,
T1DM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢ untreated with sodium selenite, T1D
M¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium selenite. Statistical
difference highlighted among two groups are performed by Mann-
Whitney U test. Asterisks indicate a significant difference between
CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+ or between TLDM¢/Ss- and TLDMd/Ss+,
*p <0.05. Statistical difference between all groups are determined by
a non-parametric Kruskal-Wallis (KW) test with pairwise multiple
comparisons using the Dunn-Bonferroni approach, *KW: p < 0.05,
**KW: p < 0.01.

3.5. Ss Induces Downregulation of iCa?* Levels in Proin-
flammatory M1-like M¢s at the Onset of T1D

We observed in Fig. (6) that the levels of Ca?* were sig-
nificantly increased in T1D M¢s as compared to healthy con-
trol Més (p < 0.05 by Mann-Whitney U test). Additionally, Ss
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treatment markedly downregulated Ca?* levels in both T1D
Més and control M¢s (for the two comparisons, p < 0.05 by
Mann-Whitney U test). For multiple comparisons using the
Kruskal-Wallis test, the p-value was less than 0.01.
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Fig. (6). Effect of sodium selenite on iCa?*in human M¢ at the onset
of type 1 diabetes. Intracellular free calcium ion levels were bio-
chemically measured by the orthocresolphthalein (OCP) complexone
method. The results are presented as the mean with standard error of
mean (SEM) of five independent experiments performed on cell sam-
ples isolated from four volunteers with T1D and four healthy controls
(n =20 in each group). Abbreviations: i{Ca?* intracellular free cal-
cium ions. M¢: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢ untreated with
sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with sodium sele-
nite, TIDM¢ /Ss-: type 1 diabetes M¢ untreated with sodium sele-
nite, TLDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium selenite.
Statistical difference highlighted among two groups are performed
by Mann-Whitney U test. Asterisks indicate a significant difference
between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+ or between T1DM¢/Ss- and
T1DM¢/Ss+, *p < 0.05. Statistical difference between all groups are
determined by a non-parametric Kruskal-Wallis (KW) test with pair-
wise multiple comparisons using the Dunn-Bonferroni approach,
**KW: p<0.01.
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3.6. Ss Ameliorates Phagocytosis and Pathogen-killing Ca-
pacity of Proinflammatory M1-like M¢s at the Onset of
T1D

As shown in Fig. (7), phagocytosis appeared to be similar
between T1D M¢s and healthy control Més; whereas, patho-
gen killing was decreased in T1D M¢s than in control Més,
but the difference was not significant (for the two compari-
sons, p > 0.05 by Mann-Whitney U test). However, both phag-
ocytosis and pathogen-killing capacity were markedly upreg-
ulated in Ss-treated T1D M¢s, but phagocytosis was markedly
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downregulated in Ss-treated control M¢s (for the two compar-
isons, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). For multiple com-
parisons by the Kruskal-Wallis test, the p-value was less than
0.05 for both phagocytosis and pathogen killing.
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Fig. (7). Effect of sodium selenite on human M¢ phagocytosis and
pathogen killing at the onset of type 1 diabetes. The bactericidal ac-
tivity of M¢s was assayed using the antibiotic protection method.
The results are presented as the mean with standard error of mean
(SEM) of four independent experiments performed on cell samples
isolated from four volunteers with T1D and four healthy controls (n
=16 in each group). Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-:
control M¢ untreated with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢
treated with sodium selenite, TLDM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢ un-
treated with sodium selenite, TIDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢
treated with sodium selenite. Statistical difference highlighted
among two groups are performed by Mann-Whitney U test. Asterisk
indicates a significant difference between CoM¢/Ss- and CoM¢/Ss+
or between TIDM¢/Ss- and TIDMo/Ss+, *p < 0.05. Statistical dif-
ference between all groups are determined by a non-parametric Krus-
kal-Wallis (KW) test with pairwise multiple comparisons using the
Dunn-Bonferroni approach, *KW: p < 0.05.

3.7. Ss Immunomodulates the Balance of Proinflamma-
tory “M1-Like” M¢ Versus Anti-Inflammatory “M2-
Like” M¢ at the Onset of T1D

As illustrated in Fig. 8, the M1:M2 ratio was increased in
T1D Mé¢s than in healthy control M¢s, as demonstrated by the
ratios of iNOS activity-to-ARG1 activity, IL-1p-to-1L-10 and
TNF-o-to-1L-10, but the difference did not reach a significant
level for INOS activity-to-ARG1 activity ratio (respectively,
p > 0.05, p <0.01 and p < 0.05 by Mann-Whitney U test).
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Additionally, Ss treatment induced downregulation of the
M1:M2 ratio in all groups of T1D Mé¢s (for all comparisons,
p < 0.05 by Mann-Whitney U test). When using the Kruskal-
Wallis test, the p-value was less than 0.01 for iNOS activity-
to-ARG1 activity and IL-1B-to-1L-10, and less than 0.05 for
TNF-a-to-1L-10.
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Fig. (8). Effect of sodium selenite on the balance of proinflammatory
“M1-like” versus anti-inflammatory “M2-like” M¢s at the onset of
type 1 diabetes. The M1-like/M2-like M¢ dichotomy was estimated
by the ratios of iINOS activity-to-ARG1 activity, IL-1p-to-1L-10 and
TNF-o-to-1L-10. M1: classically activated, proinflammatory/killer
Més, M2: alternatively activated, anti-inflammatory/regulatory M¢s.
The results are presented as the mean with standard error of mean
(SEM). Abbreviations: M¢: macrophage, CoM¢/Ss-: control M¢
untreated with sodium selenite, CoM¢/Ss+: control M¢ treated with
sodium selenite, TIDM¢/Ss-: type 1 diabetes M¢ untreated with so-
dium selenite, TLDM¢/Ss+: type 1 diabetes M¢ treated with sodium
selenite. Statistical difference highlighted among two groups are per-
formed by Mann-Whitney U test. Asterisks indicate a significant dif-
ference between TIDM¢/Ss- and TIDM¢/Ss+, *p < 0.05. Statistical
difference between all groups are determined by a non-parametric
Kruskal-Wallis (KW) test with pairwise multiple comparisons using
the Dunn-Bonferroni approach, *KW: p < 0.05, **KW: p < 0.01.

3.8. Ss Downregulates Proinflammatory M1-Like M¢s
Activation-Associated CD14 Expression at the Onset of
T1D

As we see in Fig. (9), CD14 expression levels were upreg-
ulated in T1D Mg¢s than in healthy control M¢s, but the dif-
ference was not statistically significant (p > 0.05 by Mann-
Whitney U test). Conversely, the expression levels of CD14
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were downregulated in Ss-treated M¢s, whether in the control
or T1D group, but the difference was significant only in T1D
Més (respectively, p > 0.05 and p < 0.05 by Mann-Whitney U
test). For multiple comparisons, the p-value was less than 0.05

by the Kruskal-Wallis test.
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Fig. (9). Effect of sodium selenite on M1-like M¢s activation-asso-
ciated CD14 expression at the onset of human type 1 diabetes. The
CD14 expression of M¢s was assayed by direct immunofluorescence
thanks to Floid Cell Imaging Station and then analyzed with ImageJ
software. The fluorescence intensity is relative to the respective
background of each cell as follows: corrected total cell fluorescence
(CTCF) = integrated density - (area of selected cell x mean fluores-
cence of background readings). The results are presented as the mean
with standard error of mean (SEM) of four independent experiments
performed on cell samples isolated from four volunteers with T1D
and four healthy controls (n =16 in each group). Abbreviations:
CD14: cluster of differentiation 14, CD14-PE: monoclonal
antibody to CD14 phycoerythrin conjugated, M¢: macrophage,
CoM¢/Ss-: control M¢ untreated with sodium selenite, CoM¢/Ss+:
control M¢ treated with sodium selenite, TIDM¢/Ss-: type 1 diabetes
M¢ untreated with sodium selenite, TLDM¢/Ss+: type 1 diabetes Mo
treated with sodium selenite. Statistical difference highlighted
among two groups are performed by Mann-Whitney U test. Asterisks
indicate a significant difference between T1DM¢/Ss- and
T1DM¢/Ss+, *p < 0.05. Statistical difference between all groups are
determined by a non-parametric Kruskal-Wallis (KM) test with pair-
wise multiple comparisons using the Dunn-Bonferroni approach,
*KW: p < 0.05. (A higher resolution/colour version of this figure is
available in the electronic copy of the article).

4. DISCUSSION

We demonstrated herein that Ss downregulates proinflam-
matory M1-like M¢s subjected to global/extended activation,
and immunomodulates necroinflammation, phagocytosis, res-
piratory burst and M1-like/M2-like dichotomy at the onset of
human T1D.
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4.1. Effect of Ss on Necroinflammation and M2-Like Reg-
ulatory/Anti-Inflammatory Cytokine IL-10

Immune cells, including M1 Més, but not M2 Mé¢s, are
more susceptible to death by necrosis and necroptosis, result-
ing in the release of increased levels of LDH and dead cell
proteases [42]. Notably, the production of proinflammatory
cytokines in response to intracellular content released as a re-
sult of plasma membrane rupture characterizing necrosis rep-
resents one of the main markers of the inflammatory response
referred to as necroinflammation [43]. Hence, in our study, we
observed that Ss induced both downregulation of necroin-
flammation, as demonstrated by decreased necrosis and M1-
like proinflammatory cytokines IL-1p and TNF-o, and in-
creased IL-10 production by remaining non-necrotic M¢s.

IL-1pB exerts its cytotoxic effect on B-cells by increasing
the expression of pro-apoptotic proteins, such as the first
apoptosis signal (Fas/CD95). Their circulating concentration
has been upregulated in newly-diagnosed type 1 diabetic pa-
tients [44]. TNF-a has been shown to inhibit insulin secretion
[45], as well as upregulate the expression of major histocom-
patibility complex class I (MHC-I) molecules, thereby accel-
erating B-cells apoptosis, and subsequently inducing islet in-
filtrating antigen-presenting cells (APCs), including Mos
[46]. Additionally, TNF-a blockade has been shown to pre-
vent non-obese diabetic (NOD) mice against disease develop-
ment [47]. Conversely, IL-10 has the ability to inhibit the pro-
duction and the release of immune mediators, and limits in-
flammatory responses by inhibiting M¢ activation [48]. So,
IL-10 deficiency can result in increased pancreatitis [49].
Globally, our results are in agreement with those of a previous
study carried out on U937-derived M¢s exposed to H,O-, as a
damage signal of injury and inflammation, demonstrating that
Ss treatment induced a downregulation of proinflammatory
cytokines, including both IL-1B and TNF-a [50]. They are
also in accordance with those reporting that IL-10 production
is downregulated at the beginning of T1D [33, 51, 52]. Nev-
ertheless, to the best of our knowledge, there is no similar
study allowing comparison with our results. In fine, we postu-
lated here that Ss treatment might play a potent modulating
role of necroinflammatory response mediated-M1-like M¢s at
the recent-onset T1D.

4.2. Effect of Ss on M¢ Respiratory Burst

It has been reported that respiratory burst plays a crucial
role in the pathogenesis of T1D and its complications [53].
Activated phagocytes, like M¢s, produce high levels of ROS
and RNS in T1D, including H20> and NO production, which
is in accordance with our outcomes [3, 54]. It has been re-
ported that high NO production is induced by various M¢ pro-
inflammatory cytokines, including IL-1B and TNF-a, through
the induction of iINOS expression by activating the transcrip-
tion factors NF-kB and STAT-1 [55]. Like NO, H.O; pro-
duced by M¢s can also be toxic to B-cells and cause their dam-
age, thereby contributing potentially to the pathogenesis of
T1D [56]. In our study, we observed that Ss treatment mark-
edly downregulated both NO production and H,O, levels,
which is consistent with various studies [23, 50, 57]. Never-
theless, the comparison with other studies remains limited,
knowing that there are no studies on the effect of Ss on the
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production of NO and H,O by human Mé¢s during T1D, alt-
hough today it has become one of the major research topics
due to its role in protecting cells and well-documented im-
mune functions.

4.3. Effect of Ss on Phagocytosis and Pathogen Capacities

Phagocytosis represents one of the best markers of overall
functional phenotypic activities. It has been reported that M¢
phagocytosis is compromised in T1D [58]. In the current
study, we observed that Ss has a reversing effect on both phag-
ocytic activity and pathogen killing in T1D M¢s. Our results
argue for the Ss action on M¢s phenotypic switching under
inflammatory conditions. Although the anti-inflammatory ef-
fects of Ss are well documented [59, 60], their effects on the
proinflammatory M1-like M¢s during T1D seem to be ex-
plored here for the first time, which should pave the way for
further mechanistic investigations.

4.4. Effect of Ss on M1-Likegnos) and M2-Likenarcy), and
the Dichotomy of “M1-Like” M¢s Versus “M2-Like” M¢ps

Of great interest, the upregulation of ARG1 activity may
play a potent immunoregulatory role at the onset of T1D, as
this results in reduced bioavailability of L-arginine for iNOS
and the subsequent NO production. This appears to be an es-
sential mechanism of “inflammation-associated immunosup-
pression” [33]. In our study, we observed that although ARG1
activity appears to be slightly upregulated in Ss-treated T1D
Més, Ss remarkably reduced iNOS levels, which is consistent
with both in vivo and in vitro studies [61, 62]. Moreover, a
strong switch to the anti-inflammatory M2(arc1) phenotype
would not always seem desirable in different inflammatory
conditions, especially in viral infections, as has been recently
reported in the COVID-19 pandemic [63]. Therefore, it should
be pointed out that T1D can be caused by molecular mimicry,
as the result of viral infection, which might enhance autoim-
munity [64]. Of note, in some cases, interpreting results ap-
pear difficult, especially in situation where two immune vari-
ables with opposing effects increase or decrease simultane-
ously. Therefore, the best way to determine which variable
dominates the other is to measure the ratio of the two varia-
bles. Thus, the ratio of INOS/ARGL1 activities would be more
informative than iINOS or ARG1 activity determined alone.
Also of note, M1-like/M2-like M¢ dichotomy also refers to
the proinflammatory/anti-inflammatory cytokines ratio,
which corresponds to the Th1/Th2 polarization of helper T-
cells, respectively. So, in the current study, we observed that
in the absence of Ss treatment, the ratios of iNOS to-ARG1
activity, IL-1B-to-1L-10 and TNF-a-to-1L-10 were markedly
increased in T1D M¢s; while, all of these ratios were mark-
edly decreased in Ss-treated M¢s. Hence, our results are in
agreement with those of previous studies demonstrating that
Ss has anti-inflammatory proprieties and it is able to pheno-
typic switch of proinflammatory/killer M1-like toward anti-
inflammatory/regulatory M2-like dominant M¢s [65].

4.5. Effect of Ss on ifCa%

As a ubiquitous second messenger, Ca?* can affect sev-
eral biological activities of M¢, such as cytokines production,
phagocytosis, phagosome-lysosome fusion and pathogen kill-
ing [66], as well as ROS generation and respiratory burst [67].
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ifCa?* levels should therefore be used as a potent control for
each biomarker of functional activities of M¢s. In the current
study, we observed that Ss treatment markedly downregulated
ifCa?* levels, confirming results regarding phagocytosis re-
lated to anti-inflammatory M2-like M¢s [68], respiratory
burst, cytokines production, and cell surface marker of M¢ ac-
tivation CD14. These results corroborate our recent study on
human LPS-activated GM-CSF monocyte-derived M¢s (GM-
MDM) [24].

4.6. Effect of Ss on M1-Like M¢ Activation-Associated
CD14 Expression

It has been reported that activated M1 M¢ phenotype is
characterized by the increased expression of toll-like receptor
(TLR) CD14 co-receptor, a glycosylphosphatidylinositol-an-
chored glycoprotein expressed primarily on the surface of my-
eloid cells. It performs multiple functions as the initiation of
TLR-dependent signaling, suggesting that it may function to
regulate M1-like/M2-like M¢ plasticity [69]. A previous
study reported that the disease frequency was significantly de-
creased in CD14-deficient male and female non-obese dia-
betic (NOD) mice compared with their relatives [70]. In the
current study, we showed that Ss downregulated the CD14 ex-
pression, suggesting that Ss behaves as a negative controller
agent preventing the activation of proinflammatory M1-like
M¢ function, which is facilitated by high expression of the co-
receptor CD14 [71]. Mechanistically, Ss would have negative
effects on the activation pathways of M¢s, which would con-
sequently decrease the level of their CD14 expression.

CONCLUSION

In conclusion, we demonstrated that Ss may be able to re-
verse the extended extracellular inflammatory activation spec-
trum of M1-like M¢s, while inducing a shift of phenotypic
functional activities to anti-inflammatory M2-like M¢s. This
provides a novel therapeutic approach using Ss to promote the
anti-inflammatory function of M¢s at the disease onset, which
might result in profound protection of B-cells against prominent
proinflammatory M1-like macrophage-induced injury. Interms
of perspectives, the current study should pave the way for a
wide range of investigations, including, but not limited to, (i)
study of intracellular signaling pathways, kinetics and mode of
action of Ss during M1-M2 polarization, (ii) measure the effects
of Ss on the regulation of calcium channels activity in T1D
Més, (iii) verify in vivo the efficacy of Ss supplementation on
the respiratory burst, cytokines production and phagocytosis,
(iv) explore the effect of Ss treatment on other markers of M¢
activation and subtypes, as well as on their chemotaxis in the
process of inflammation at the recent-onset T1D, and (iv)
mechanistic study of Ss effect on the cross-talk between proin-
flammatory M1-like M¢s and p-cells. Finally, although the res-
ervoir of insulin-producing beta-cells is not yet completely
damaged at the T1D onset, which makes it easier to offer im-
munomodulatory therapies in patients with recent-onset T1D
than in pre-diabetic subjects, it would be wiser to plan such ther-
apeutic strategies for patients with a family history of T1D or
tenacious autoantibodies, and who have not yet developed T1D,
i.e., subjects who are at the pre-diabetes stage. So, the present
study would be more interesting if it had been extended to mon-
ocyte-derived Mos isolated at a pre-diabetic stage in order to
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avoid any possible limitation, knowing that immunomodulation
could have a significant effect on delaying the onset of diabetes,
and, consequently, on delaying the possible development of di-
abetic complications, especially in patients with poor glycemic
control. This study would also be even more interesting in the
context of a clinical trial where a larger sample size is required.

LIST OF ABBREVIATIONS

ARG1 = Arginase 1

CD14 = Cluster of Differentiation 14

CD14-PE = Monoclonal Antibody to CD14 Phyco-
erythrin Conjugated

CoM¢/Ss- = Control M¢ Untreated with Sodium Selenite

CoM¢/Ss+ = Control M¢ Treated with Sodium Selenite

CTCF = Corrected Total Cell Fluorescence

H20, = Hydrogen Peroxide

ifCa* = Intracellular Free Calcium lons

IL = Interleukin

iNOS = Inducible Nitric Oxide Synthase

KwW = Kruskal-Wallis Test

MDMs = Monocytes-Derived M¢s

Md = Macrophage

NO = Nitric Oxide

non-Necr M¢s = Non-Necrotic Macrophages

PE = Phycoerythrin

PLN = Pancreatic Lymph Node

SEM = Standard Error of Mean

Ss = Sodium Selenite (Na;SeQs)

TiD = Type 1 Diabetes

T1DM¢/Ss- = Type 1 Diabetes M¢ Untreated with So-
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T1DM¢/Ss+ = Type 1 Diabetes M¢ Treated with Sodium
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