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Les derniéres estimations de la prévalence mondiale du diabete par I'Organisation Mondiale
de la Santé font état de 424 million d’adultes diabétiques dans le monde, représentant 8,8%
de la population adulte. Ce chiffre déja conséquent est en constante augmentation et
pourrait atteindre les 10% d’ici 2045. Les conséquences individuelles et sociétales de cette
pandémie métabolique font de la compréhension et de la prise en charge de cette
pathologie une urgence sanitaire.

La définition actuelle d’un diabete ne repose que sur l'existence d’une hyperglycémie
chronique, avec un seuil diagnostic correspondant a I'’émergence, pour le patient, d’un risque
de complication.

Si les premiéres descriptions de cette maladie datent de I'Egypte ancienne (entre le xve siecle
et le xvi® siecle avant notre ére), et son nom « Diabete » du Grec ancien diabaino, qui signifie
« traverser » (lI-111° siecle avant notre ere), la compréhension de sa physiopathologie (et donc
la possibilité de traitement) est beaucoup plus récente, et reste incompléte.

Il faut d’ailleurs parler de physiopathologies au pluriel, puisqu’il existe plusieurs types de
diabéte, définis en fonction des anomalies responsables de leur genése. Les deux voies
métaboliques dont la dérégulation est susceptible d’engendrer une hyperglycémie chronique
sont l'insulinosécrétion par les cellules béta-pancréatiques et I'insulino-sensibilité des tissus
métaboliques périphériques (principalement le tissu adipeux blanc, le foie et les muscles).

Classiquement, on sépare le diabéte de type 1 auto-immun, les diabetes monogéniques, les
diabetes secondaires a des traitements ou a des pathologies du pancréas, et le diabete de type
2 qui est un diagnostic d’élimination, une fois toutes les étiologies précitées éliminées.

Néanmoins, La pratique clinique nous montre depuis longtemps que les patients classés
diabétiques de type 2 sont hétérogenes en termes d’age de début du diabéte, d’indice de
masse corporelle, de réponse au traitement et de susceptibilité a développer des
complications.

De plus en plus d’études tentent de subdiviser ce fourre-tout en plusieurs groupes plus
homogenes. Ahlgvist et al (1) proposent ainsi, en plus du groupe de diabéte auto-immun, 4
groupes caractérisés par leurs degrés d’insulinopénie, d’insulinorésistance, et d’age de début.
Ces nouvelles classifications pourraient permettre d’aller vers un traitement plus personnalisé
et donc plus efficace.

Nous rappellerons dans cette introduction que linsulino-sensibilité comme [linsulino-
sécrétion peuvent étre affectées par un état inflammatoire chronique de bas grade. Cela
souléve I'hypothése que certains types de diabétes puissent étre liés a cette inflammation,
tandis que d’autres seraient liés a des processus physiopathologiques autres. Nous verrons
ensuite pourquoi les monocytes sont des acteurs majeurs de cette inflammation. Puis nous
présenterons les cas particuliers du diabete gestationnel et de I'athérosclérose, et le rationnel
de les utiliser comme modeles dans nos recherches. Enfin nous exposerons les moyens
habituels d’évaluer I'inflammation en pratique clinique et en recherche fondamentale.

10



1. L'inflammation perturbe la sécrétion et la signalisation de l'insuline

A. Insulino-résistance et inflammation

La résistance a l'insuline est un état caractérisé par une réponse réduite des cellules cibles de
I'insuline, telles que les myocytes et les adipocytes, a la liaison de I'insuline a son récepteur.
L'effet principal de I'insuline dans ces tissus cibles est de stimuler I'absorption du glucose dans
la phase postprandiale et d'inhiber la lipolyse dans les adipocytes. Dans les hépatocytes, les
fonctions principales de l'insuline sont d'inhiber la néoglucogenese et de stimuler la
lipogenese de novo. Tout degré de résistance a l'insuline doit étre compensé par une

augmentation de la production d'insuline par la cellule beta pancréatique afin de prévenir
I'hyperglycémie. (2)

a) Les macrophages

Les analyses comparatives des tissus adipeux viscéraux de patients minces, obéeses sains et
obeses diabétiques ont permis de mettre en évidence des différences d’états inflammatoires
de ces tissus, notamment de polarisation des macrophages, indiquant que I'inflammation
pourrait étre associée au développement des désordres métaboliques (Figure 1) (3-5).
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Figure 1 : Différences des tissus adipeux blancs des patients obéses métaboliquement sains (MHO) et diabétiques (MUO),
notamments en terme de phénotypes macrophagiques. Tiré de « Ruggiero et al. Front Nutr 2021 »
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Les macrophages sont des cellules tissulaires phagocytaires mononuclées dont I'objectif
global est le maintien de ’homéostasie tissulaire. lls fonctionnent en piégeant les débris, les
agents pathogenes et les cellules apoptotiques ou nécrotiques.

Il existe toute une gamme de polarisation des macrophages, allant des plus pro-
inflammatoires « M1 » au plus anti-inflammatoires « M2 » (Figure 2) (4).

IFNy IL-4
LPS IL-13

l CD206 RELMa«

f '

Mgl-1
"4

| S M2 < S i

iINOS _arginase 1 ——Ym2
VA 4 %V
TNFo IL-10
lL‘]B TNFN
IL-6
IL- 6 MCP-1

MCP-1
O‘).

A I’état basal physiologique, les macrophages du tissu adipeux blanc viscéral tendent vers un
phénotype M2, sécréteurs de médiateurs inflammatoires tels que l'Interleukine-10 et
I'arginase |. Les macrophages M2 ont aussi la capacité de réguler I'adipogénese et
I’'angiogeneése en réponse a des stimuli environnementaux (6—7), notamment via la sécrétion
de PDGF, un facteur de croissance qui promeut la survie des pré-adipocytes et permet donc
une expansion par hyperplasie du tissu adipeux.

Dans les modeéles animaux, le défaut de polarisation M2 était d’ailleurs associé a une tendance
des animaux a l'insulino-résistance et a I'intolérance au glucose (8), témoignant du lien entre
ces cellules de I'inflammation innée et le métabolisme glucidique. C'est ce phénotype qui est
majoritairement observé chez les patients minces ou obéses métaboliquement sains. Les
macrophages M1 ne sécrétant pas de PDGF1, I’expansion du tissu adipeux dans cette situation
va se faire sur le modeéle hypertrophique (augmentation de la taille des adipocytes).

Les adipocytes hypertrophiés, potentiellement dysfonctionnels, sécretent des cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, TNF-a, MCP-1) responsables du recrutement de nouveaux macrophages
et de leurs polarisations vers un phénotype M1, entrainant une boucle pro-inflammatoire
auto-amplificatrice (9-10).

Ces cytokines pro-inflammatoires d’origine double, adipocytaire et macrophagique, peuvent
directement entrainer une diminution du stockage des triglycérides et augmenter la lipolyse
via la diminution de la transcription de PPAR-y. lls sont surtout responsables, via la liaison a
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leurs récepteurs, de l'induction de voies de signalisation intracellulaires aboutissant a
I’activation de I'Inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B (IKK-B) et de la c-Jun N-terminal Kinase
(JNK) (11-13). Ces deux kinases vont jouer un double réle : a la fois pro-inflammatoire et pro-
insulino-résistance.

Les voies IKK- B et JNK participent ainsi a I'auto-entretien d’un état inflammatoire chronique
au niveau du tissu adipeux via notamment l'activation de facteurs de transcription pro-
inflammatoires : Nuclear Factor Kappa-B (NFkB) et Activator Protein 1 (AP-1) respectivement
(14). De plus, une fois activé, JNK a la capacité d’augmenter la phosphorylation Ser/Thr des
IRS 1 et 2, entrainant de facto la diminution de leur phosphorylation Tyrosine en réponse a
I’activation du récepteur de I'insuline, et donc favorisant I'insulino-résistance (15) (Figure 3)
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Insulin resistance

Au niveau des tissus adipeux, le réle physiologique de I'insuline est de freiner la lipolyse via la
phosphorylation inactivatrice par AKT de PDE3B, impliquée dans la voie de '’AMPc (16); la
résistance a l'insuline va donc notamment entrainer une lipolyse incontrélée, responsable
d’une libération systémique d’acide gras libres et de glycérol.

L'insulino-résistance du tissu adipeux blanc viscéral passe donc par l'installation d’une
inflammation de bas grade chronique médiée par les macrophages ; et ces deux phénomeénes
(insulino-résistance et inflammation) s’associent pour augmenter la lipolyse et entrainer une
augmentation des taux d’acides gras libres plasmatiques. Ces lipides vont avoir un réle dans
I’établissement de I'insulino-résistance au niveau musculaire et hépatique, via un mécanisme
moléculaire appelé lipotoxicité, qui lui-méme implique les macrophages de ces tissus.
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b) La lipotoxicité

L'effet délétere sur le métabolisme glucidique de 'augmentation des taux de lipides circulants
et intracellulaires est appelé « lipotoxicité » (17-18). Ainsi I’élévation des AGNE (Acides Gras
Non Essentiels) circulants et I'accumulation de lipides dans les myocytes et les hépatocytes
sont corrélées avec le développement d’une insulinorésistance (19-22). Le type de lipides
ectopiques, plus que leur quantité, est important pour le développement de
I'insulinorésistance. Les acides gras libres, notamment issus de la lipolyse du tissu adipeux,
peuvent étre classés en Acides Gras Saturés, Mono-Insaturés ou Poly-Insaturés. Les Acides
Gras Saturés(AGS) sont ceux qui sont le plus liés a l'obésité, linsulinorésistance et
I'athérosclérose (23-24).

Les acides gras libres saturés a longue chaine, tels le palmitate (PA, C16 :0), sont capables
d’activer directement la voie TLR4 dans les macrophages et les adipocytes.

Dans le tissu adipeu, ils participent donc a la boucle auto-amplificatrice inflammatoire locale
puisque cette activation de la voie des TLR4 permet d’une part 'activation d’IKK- B et donc de
NFkB, et d’autre part celle de MKK4 et donc de JNK. Comme lorsqu’elle est activée par les
cytokines pro-inflammatoires, I|’activation lipido-médiée de Ila voie JNK entraine
I'augmentation de la phosphorylation Ser/Thr des IRS 1 et 2 et donc favorise
I'insulinorésistance.

Dans le muscle, alors que les macrophages résidents ont au niveau basal un phénotype plutot
M2, la liaison d’AGS a leurs récepteurs TLR4 va favoriser le changement vers un phénotype
plutét M1 et donc pro-inflammatoire (25-28). Cette activation va entrainer une augmentation
de la sécrétion de CCL2, et donc le recrutement de nouveaux macrophages via l'infiltration
monocytaire (29). Il existe en paralléle une augmentation de la sécrétion de TNF-a, IL-1b et IL-
6, activant dans les myocytes les voies NFKB et JNK, y entrainant une insulino-résistance (30-
33).

Dans le foie, les AGL proviennent de 3 sources distinctes potentielles : de I'alimentation, de la
lipolyse du tissu adipeux et de la lipogenése de novo intra-hépatique a partir de carbo-
hydrates (34). Dans le diabéte de type 2, I'insulinorésistance dans le tissu adipeux entraine
une majoration de la lipolyse, et dans le muscle entretient I’"hyperglycémie, responsables
d’une accumulation de lipides dans les hépatocytes appelée stéatose hépatique. Si ces AGL
sont des mono ou poly-insaturés, cela entraine une stéatose simple (35), mais en présence
d’AGL saturés une lipotoxicité va se développer (36—37). Au niveau de I’"hépatocyte ces lipides
vont induire un stress du Réticulum Endoplasmique avec production de ROS (38-39),
responsables de l'activation de génes pro-apoptotiques et de la voie JNK impliquée dans
I'insulinorésistance (40-42). Les macrophages hépatocytaires vont étre activés d’une part par
les hépatocytes apoptotiques et d’autre part directement par les AGL saturés qui vont se lier
a leurs récepteurs TLR2/TLR4. Comme dans les autres tissus, cette liaison va favoriser
I’expression de génes pro-inflammatoires via les voies NFKB et JNK et la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires. Comme dans les autres tissus, I'activation de ces voies entraine au niveau
hépatique une insulino-résistance.
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Lorsqu’ils entrent dans la cellule, les Acides Gras Libres sont rapidement estérifiés avec le
CoEnzymeA en AcylCoA, qui peut soit étre transféré sur une molécule de glycérol pour donner
un Mono- un Di- ou Tri-Acylglycérol, soit étre estérifié avec une sphingosine pour donner un
céramide. Les Di-AcylGlycérols et les céramides ont une fonction de second messager, et vont
avoir un roéle dans la lipotoxicité lorsqu’ils contiennent des Acides Gras Saturés (33). A
I'inverse, les Triglycérides et les AcylCoA tissulaires ne sont pas impliqués directement dans la

lipotoxicité.

Les Diacylglycérols (DAG) interferent avec la voie de I'insuline en activant la PKC 6 qui va
diminuer la phosphorylation tyrosine des IRS 1 et 2 via une phosphorylation sérine
inactivatrice. Le DAG contribue aussi a I'activation de JNK via une voie de signalisation PKC-

dépendante.

Les céramides activent eux directement la PKC{ et stimulent I'activité cytosolique de la
Proteine Phosphatase 2A (PP2A) permettant la phosphorylation inactivatrice de Akt/PKB, et
donc l'insulino-résistance. Ils sont aussi responsables d’un stress du RE et d’une dysfonction
mitochondriale et donc d’une activation de la voie JNK. (Figure 4)
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Figure 4 : Diagramme schématique illustrant les multiples mécanismes par lesquels les céramides sont générés en

réponse a des stimuli de stress, et leur implication dans I'insulino-resistance. Tiré de Chavez et Al. Cell Metabolism 2012
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B. Insulino-sécrétion et inflammation

La sécrétion d’insuline se fait exclusivement par les cellules-B des ilots de Langerhans
pancréatiques, en réponse a une élévation de la glycémie. Ces cellules doivent donc étre
capables de monitorer la glycémie, de synthétiser les molécules d’insuline, de les stocker et
de les sécréter.

Alors que l'inflammation de I'llot était un mécanisme connu de longue date dans la
physiopathologie du diabéte de type 1, les premieres descriptions dans le diabéte non auto-
immun ne datent que de 2007 (43). Il s’agissait initialement de I'observation d’une
augmentation du nombre de macrophages dans les ilots des patients diabétiques par rapport
aux 1lots de patients non malades. En effet, sil’on trouve la méme proportion d’ilots inflammés
dans les diabetes auto-immun ou non, dans ce dernier cas les cellules immunitaires principales
retrouvées ne sont pas des lymphocytes T mais bien des macrophages (44).

Les mécanismes de recrutement de ces macrophages sont toujours en cours d’exploration. La
piste la plus sérieuse est celle de I'amyline, une hormone co-sécrétée par les cellules B en
réaction a leur stimulation par le glucose ou des acides gras libres (45-46). A I'état pré-
diabétique, I'élévation de I'insulinosécrétion s’"accompagne donc d’une élévation de I'amyline
(47-49.), dont I'accumulation semble entrainer la formation de plaques toxiques dans ['llot,
appelées « dépots amyloides » (50-52). La présence de ces dépbts amyloides est corrélée a
une élévation de la sécrétion d’IL-1 B par I'llot. Cette élévation inverse le ratio IL-1 B/ IL-1Ra
en faveur de I'lL-1 B pro-inflammatoire. Il a été montré in vitro que le traitement d’flots par de
I'IL-1Ra humaine recombinante (Anakinra) améliorait la dysfonction B initialement induite par
leurs expositions a des hautes concentrations de glucose (glucotoxicité) (53). Conformément
a ce concept, les résultats in vivo chez ’'homme de plusieurs essais cliniques d’un antagoniste
de I'lL-1 B, pour inhiber I'inflammation, ont montré une amélioration de la sécrétion d'insuline
et de la glycémie (54-55).

Au niveau de I'llot, I'élévation d’IL-1 B induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-
6 IL-8 CXCL-1 CCL-2 et TNF-a) (56-57), responsables du recrutement de nouveaux
macrophages et de leurs polarisations pro-inflammatoires. IL-1 B est aussi responsable de la
sécrétion de son antagoniste IL-1Ra (53 ;58), ce qui en condition physiologique, permet une
résolution rapide de I'état pro-inflammatoire. En effet, I'élévation transitoire d’IL-1 B dans
I'tlot en réponse a I'apport de glucose alimentaire est une réaction adaptatrice physiologique,
conduisant a une stimulation de la sécrétion d’insuline; I'effet délétere d’IL-1 B sur I'insulino-
sécrétion dans le diabete de type 2 pourrait venir du caractere chronique de son élévation
dans cette circonstance. La stimulation chronique par IL-1 B des cellules B pourrait ainsi
conduire a leurs épuisement, a I'établissement d’un état de résistance de la cellule B a IL-1 B
et donc a son pouvoir insulino-sécréteur et/ou IL-1Ra sécréteur, ou enfin a reprogrammer
transcriptionnellement la cellule B diminuant sa capacité de prolifération et augmentant son
apoptose.
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Figure 5 : Schéma représentant le role des Acides gras libres et du glucose dans I’établissement de I'inflammation médiée
par IL-1B dans I'llot. Tiré de Donath et al. Nature 2011

Comme dans le foie et le tissu adipeux, les macrophages de I'ilot expriment le TLR-4 et peuvent
donc aussi étre directement orientés vers un phénotype pro-inflammatoire par les acides gras
libres, circulant secondairement a la lipolyse accrue du fait de I'insulino-résistance. (Figure 5)

Alors que les macrophages M2 ont été montrés comme capables de promouvoir la
régénération et la prolifération des cellules B, se sont ces activations pro-inflammatoires des
macrophages résidents ou dérivés des monocytes qui, a l'inverse, sont associées a
I'augmentation de I'apoptose et a la diminution de la prolifération beta-cellulaire.

La mise en place de l'insulino résistance est donc dépendante de celle d’une inflammation
des tissus métaboliques, largement médiée par la polarisation des macrophages et
I’accumulation de lipides toxiques. En paralléle, I'insulinopénie est aussi associée a un état
inflammatoire local, médié par les mémes acteurs : macrophages et lipides.

Les modulations locales de cette polarisation et de cette accumulation lipidique, par des
facteurs génétiques ou environnementaux, pourraient donc participer aux différences
d’insulino-résistance et d’insulino-sécrétion observées entre les différents groupes de
patients diabétiques.
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C. Les monocytes

L'analyse des macrophages tissulaires, tant a I'état basal qu’en situation inflammatoire, a
montré qu’une partie d’entre eux étaient d’origine monocytaire (59-60). En effet, certains
sous-types de monocytes circulants ont la capacité, en réponse a des chimiokines telles que
CCL2, des PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) ou des DAMP (Damage Associated
Molecular Pattern), de pénétrer les tissus puis de s’y différencier en macrophages (61— 62).
Dans le diabéte de type 2, il a été montré que les macrophages pro-inflammatoires associés a
I'insulino-résistance et au défaut d’insulinosécrétion étaient, au moins partiellement,
d’origine monocytaire (63). Il semble donc nécessaire d’étudier le fonctionnement de leurs
précurseurs circulants pour analyser leurs potentiels roles dans la mise en place de cette
inflammation chronique de bas grade tissulaire.

a) Origine des monocytes et déterminant de leur taux plasmatique

Les monocytes sont des cellules myéloides appartenant au systeme phagocytaire
mononucléaire en compagnie des macrophages et des cellules dendritiques classiques (CDc)
(64— 65). Ce sont des cellules circulantes du sang qui constituent environ 10% des leucocytes
dans I'espece humaine. lls se différencient initialement dans la moelle osseuse, a partir d'un
progéniteur commun granulocytaire monocytaire (66), puis sont libérés sous forme de
Monocytes Classiques (cf infra) dans la circulation sanguine.

De nombreux facteurs influencent la libération dans le sang des monocytes, et donc leur
abondance (Figure 6) (67) :

- Le genre : En situation basale physiologique, et quel que soit I'age, le taux de monocytes
est systématiquement plus élevé chez les hommes que chez les femmes (68-70). Cette
différence semble notamment liée a la sécrétion d’Estrogenes puisqu’a la ménopause le
taux de monocytes augmente significativement, et que cette hausse est annulée en cas
de traitement hormonal de la ménopause (71)

- L’dge : il ne semble pas y avoir d’augmentation du taux de monocytes totaux avec I'dge
(70-72) mais une modification de leurs profils inflammatoires (cf infra)

- L’ethnie : Une méta-analyse pluri-ethnique a montré que les caucasiens avaient des taux
de monocytes circulants plus importants que les Afro-Américains ou que les Japonais (73).

- L’alimentation : 1l a été bien montré que 3h aprées l'ingestion d’un repas hypercalorique
(fast-food) le taux de monocytes totaux augmentait (74), alors qu’a I'inverse il existe une
diminution de ce taux lorsque le sujet est a jeun (75).

- L’exercice : Il est connu depuis longtemps que I’exercice augmente le taux de leucocytes
circulants (76). Pour les monocytes, il semblerait que la variation induite par I'exercice
dépende du type d’exercice réalisé (aérobie ou anaérobie) (77)

- Lecycle nycthéméral : Le taux de monocytes totaux varie au cours de la journée, avec une
diminution progressive au cours de la nuit, puis une remontée a partir du réveil et au
cours de la journée (78-79).
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- Les traitements : La prise de glucocortoides, connus pour étre immunosupresseurs et anti-
inflammatoires, entraine une diminution rapide du taux de monocytes circulants (80). La
sécrétion endogene de cortisol étant cyclique, elle a d’ailleurs possiblement une influence
sur la variation nycthémérale des monocytes.

D Classical Monocytes CD14* CD16
- Common Monocyte Progenitor

. CD14' CD16 cell

E Intermediate Monocytes CD14* CD16

- Non-Classical Monocytes CD14* CD16

High Fat Diet  Fasting Exercise Sleep Depravation
@ (W

|
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Figure 6 : Différenciations monocytaires dans la moelle osseuse et la circulation sanguin, et représentation de I'impact de
différents facteurs sur le part de CD16+. Tiré de Patel et al. Front Immun 2019

b) Description des sous-types et de leurs fonctions

A I'état basal, les monocytes circulent dans le réseau vasculaire en attente d’un signal
d’activation, que ce dernier vienne de médiateurs inflammatoires circulants ou directement
de la rencontre avec un pathogéne. En I'absence d’activation, une partie des monocytes peut
infiltrer les tissus ou ils se différencient en macrophages, participant au turn-over de ces
derniers.

Les monocytes circulants constituent ainsi une équipe d’urgence, ayant la capacité de réagir
trés rapidement a une agression. Cette réaction consiste en un déplacement rapide vers le
site de I’agression puis en des actions coordonnées anti et pro-inflammatoires, aidant ainsi a
la destruction de I'agresseur et a la réparation du tissu Iésé. Le déplacement vers le site
d’action implique une capacité d’infiltration des tissus puis une capacité de différenciation en
macrophage. Les actions pro-inflammatoires consistent majoritairement en la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires permettant le recrutement et I’activation de nouvelles cellules
de I'immunité innée. Les actions anti-inflammatoires des monocytes sont la sécrétion de
cytokines anti-inflammatoires stoppant le recrutement et I'activation de nouvelles cellules de
I'immunité innée, et la phagocytose de cellules apoptotiques ou de débris cellulaires. Les
caracteres antagonistes de certaines de ces actions impliquent I'existence de plusieurs sous-
types de monocytes circulants.
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Chez 'Homme, les connaissances actuelles sub-divisent les monocytes en 3 sous-groupes que
sont les monocytes classiques, les monocytes intermédiaires et les monocytes non classiques.
Cette classification en 3 sous—groupes, a été possible grace a I'apport de la cytométrie en flux
qui a permis de mesurer le degré d’expression des protéines de surface CD14 et CD16 (81).
CD14 est un corécepteur des TLR-4 qui médie le signal LPS, alors que CD16 est un Récepteur
Fc des Immunoglobulines G.

Les monocytes classiques, qui représentent 80 a 90% des monocytes circulants sont CD14*
CD167, alors que les monocytes intermédiaires (5-10%) sont CD14*CD16* et les monocytes non
classiques sont CD14°% CD16* (5-10%). (81-82).

Figure 7. Caractérisation et devenir des différents sous-types de monocytes. CM= classiques, IM = Intermédiaires et NCM
= Non-Classiques. Tiré de Kapellos Front in Immunol 2019

Les Monocytes Classiques (MC).

Les dernieres études sur le sujet tendent a montrer que la moelle osseuse produit en fait quasi
exclusivement des monocytes classiques, dont la durée moyenne de présence dans la
circulation est de un jour (83— 84).

A I'état basal, 99% d’entre eux vont secondairement disparaitre de la circulation sanguine en
mourant ou en infiltrant un tissu pour s’y différencier (84). Ils ont en effet une capacité de
migration intra-tissulaire puis de différenciation en Macrophages dérivés des Monocytes
(moMygs) et en DC dérivés des monocytes (moDCs)(85-89)

Le dernier pourcent semble se différencier en monocytes intermédiaires circulants, comme
montré dans plusieurs études de cinétiques d’apparition des différents sous-types (83—-84).
Un autre argument majeur pour cette hypothese est que les monocytes non classiques
n’expriment pas le récepteur CCR2, nécessaire a la sortie de la moelle osseuse (90).

Les données actuelles de la science tendent ainsi a démontrer qu’il existe une différenciation
linéaire entre les différents groupes de monocytes circulants et donc que les monocytes
circulants CD14+ représenteraient les précurseurs des monocytes circulants CD16+ et des
cellules tissulaires dérivées des monocytes (moMys et (moDCs) (91).
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Face a un stimulus, les monocytes classiques ont plutét un réle dans la résolution de
I'agression et de la réponse inflammatoire via des capacités de phagocytose, de
détection/amplification de la réponse immunitaire innée (présentation d’antigéne) et de
sécrétion majoritairement de cytokines anti-inflammatoires telles que I'lL-10. (82-92)

Néanmoins, certaines études in vitro leur conferent aussi une capacité de sécrétions massives
de cytokines pro-inflammatoires (91), et les analyses comparatives d’expression génique les
placent comme les équivalents des Monocytes Ly-6CH&" (inflammatoire) chez la souris (88).
Ces différences soulignent que la compréhension fine du fonctionnement des monocytes
circulants reste a améliorer.

Dans son étude transcriptomique, Wong et al; retrouvent 1554 génes différentiellement
exprimés entre les MC, les Ml et les MNC. Les voies moléculaires significativement enrichies
dans les MC impliquent I'angiogeneése, la cicatrisation et la coagulation, témoignant de leurs
roles dans la réparation du tissu |ésé. De plus les MC sont ceux exprimant le plus de génes
codant pour des récepteurs membranaires spécialisés dans le recyclage des LDL et des
carbohydrates.

lIs y retrouvent aussi plus de génes impliqués dans des phénomenes anti-apoptotiques et pro-
prolifératifs, en faveur de I’hypothése des MC précurseurs des autres sous-types. (82)

Il est a noter que leur métabolisme énergétique repose sur I'utilisation des carbohydrates via
la voie de la glycolyse. (93)

Les Monocytes Intermédiaires (Ml).

Les monocytes intermédiaires sont un état de transition entre les MC et les MNC, puisqu’ils
ont acquis le CD16 sans encore perdre le CD14.

Les facteurs régulateurs de la conversion, a I'état basal, des monocytes classiques en
monocytes intermédiaires sont encore mal connus chez 'Homme. Les monocytes issus de
cette transition ont une vie plasmatique de quatre jours avant de poursuivre leur transition
vers le phénotype non classique ou la mort, sans possibilité d’infiltration de tissu a I’état basal.

In vitro, la stimulation par le LPS entraine la sécrétion massive de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6 et CCL3), laissant penser a un role in vivo plus pro-
inflammatoire que les monocytes classiques. Leurs fonctions seraient de recruter et d’activer
rapidement les cellules du systéme immunitaire innée en cas de rencontre avec une agression.
(82-94-95).

Sur le plan transcriptomique, ils clusterisent plus avec les MNC qu’avec les MC, et sont ceux
qui comptent le moins de génes surexprimés (135/1554). lls expriment la majorité des génes
différentiellement exprimés a un niveau intermédiaire entre les MC et MNC, témoignant de
leur statut d’état de transition. (82)

Enfin, les Monocytes non classiques (MNC) seraient donc la derniére étape de différenciation
des monocytes circulants, caractérisée notamment par la perte du CD14 et donc
potentiellement par I'activation préférentielle via la voie TLR4. A l'inverse ils reconnaissent et
éliminent (phagocytent) les cellules endothéliales mourantes d'une maniere dépendante de
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TLR7 dans le but de maintenir I'homéostasie vasculaire. lls sont d’ailleurs appelés « Monocytes
patrouillants » car se déplagant au contact de I’endothélium, ou ils exercent une fonction de
surveillance. Comme les Monocytes intermédiaires, ils ont un profil sécrétoire in vitro pro-
inflammatoire (TNFa IL1b) mais en réponse a des ligands des TLR7 (Complexes viraux ou
immuns) et non a des ligands de TLR4. (94)

A l'inverse des monocytes classiques, leur métabolisme énergétique repose sur les capacités
d’oxydation/phosphorylation de la chaine respiratoire mitochondriale. (93)

Chez ’lhomme, un quatriéme sous-groupe de monocytes a été décrit dans 2 études (96-97) et
consisterait en des monocytes CD14°W = CD16°, appelés « Immatures ». Ces monocytes
seraient stockés dans la moelle osseuse et la rate et pourraient exceptionnellement devenir
circulants, ils auraient des capacités prolifératives supérieures aux autres sous-types, seraient
sécréteurs de TNFa et se différencieraient directement en monocytes intermédiaires (97).

Nous avons vu précédemment qu’il existait une inflammation chronique de bas grade dans le
diabéte de type 2, avec notamment un switch phénotypique pro-inflammatoire des
macrophages. Il est connu que cet état inflammatoire chronique est associé a une monocytose
(98—99), qui pourraient étre liée d’'une part directement a I’hyperglycémie et d’autre part aux
signaux pro-inflammatoires tissulaires. Les caractéristiques phénotypiques et moléculaires de
cette monocytose sont encore trés peu connues. La question du réle des monocytes dans
I’entretient et donc la non résolution de cette inflammation est encore sans réponse.

3. Variations des pourcentages des différents sous-types de monocytes en fonction de
différentes situations physiologiques ou pathologiques

Nous avons vu précédemment que, méme a I'état physiologique, le compte de monocytes
variait selon de nombreux critéres cliniques simples, il en est de méme pour la répartition des
3 sous-groupes décrits plus haut.

Ainsi la proportion de monocytes non classiques serait supérieure chez les hommes par
rapport aux femmes (100), les sujets d’origine africaine auraient plus de monocytes non
classiques et moins de monocytes classiques et que les caucasiens (101), et il existerait une
augmentation avec I’'dge du pourcentage de monocytes intermédiaires et non classiques
(102-103).

Durant la grossesse, il est connu que le taux de monocytes augmente (104—105), mais il existe
aussi une modification de la répartition des sous types. La grossesse est associée a une
activation des monocytes se traduisant par une augmentation du taux de monocytes
intermédiaires et une diminution du taux de monocytes classiques (106—107). A l'inverse, chez
les patientes ayant un diabéte gestationnel, on observe une diminution significative des
monocytes intermédiaires et une augmentation des classiques (108).

Des variations de répartitions des monocytes ont aussi été décrites entre des états sains et
des états pathologiques. Le premier exemple est celui des sepsis durant lesquels les
pourcentages de Monocytes Intermédiaires et Non-Classiques augmentent alors que celui des
Monocytes Classiques diminue (109).
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Dans le cadre des maladies inflammatoires chroniques stériles, les patients porteurs de lupus
systémique, de maladies de Crohn, d’asthme ou de polyarthrite rhumatoide présentent les
mémes variations des différents sous-types de monocytes que durant le sepsis (109—-112).
Cette constance dans les variations en contexte inflammatoire est un argument
supplémentaire en faveur du réle pro-inflammatoire des Ml et MNC.

Enfin, les maladies cardio-métaboliques sont également associées a des variations des sous
types de monocytes. Ainsi, chez les patients en surpoids ou obéses, le pourcentage de
monocytes classiques diminue par rapport aux patients sains (113-115), avec une
augmentation des non classiques (113-116). A l'inverse, la perte de poids associée a la
réalisation d’une chirurgie bariatrique de type Bypass gastrique était associée a une
rediminution des monocytes intermédiaires et non classiques (113).

L'analyse de la littérature concernant la répartition des sous-types de monocytes chez les
patients de la population générale ayant développés de I'athérosclérose montre de maniére
répétée une augmentation des monocytes intermédiaires et une absence de modification
significative des monocytes non classiques (117-119).

Les monocytes sont donc des cellules impliquées dans la mise en route de la réponse
inflammatoire puis dans sa résolution, via des sous-types aux propriétés distinctes, pro ou
anti-inflammatoires. La rupture de I’équilibre entre ces sous-types, avec augmentation
durable de la proportion des sous-types pro-inflammatoires, est associée a I’établissement
de maladies inflammatoires chroniques. Comme vu plus haut, certains types de diabéte
sont eux-mémes des maladies inflammatoires chroniques, dans lesquelles le role des
monocytes pourrait étre important si ce n’est central. (Figure 8)
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Figure 8 : Récapitulatif de la place des cellules de 'immunité innée dans I’établissement d’une hyperglycémie chronique.
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D. Prédiabete et diabéte gestationnel

Entre la normoglycémie et le diabete, il existe un état appelé « Prédiabéte », basé sur des
parametres glycémiques supérieurs a la normale mais en dessous des seuils de diabéte. Pour
I’ADA le prédiabéte comprend les patients avec une glycémie a jeun entre 1g/l et 1,25g/l, avec
une glycémie a 2h lors d’'une HGPO 75g entre 1,4 et 2g/l ou avec une HbAlc entre 5,7 et 6,4%
(120).

[l s’agit d’un état a haut risque de diabete avec un taux de conversion annuel de 5a 10 % (121-

122), mais avec une proportion bien supérieure de sujets retournant en normoglycémie (121-
123-124). La prévalence du prédiabéte augmente dans le monde (125-126) et il est prévu que
>470 millions de personnes auront un prédiabéte en 2030 (127). Les patients prédiabétiques
peuvent étre divisés en deux groupes, ceux présentant une hyperglycémie a jeun et ceux
présentant une intolérance au glucose.

Comme le diabéete, le prédiabéte associe a des degrés diverses une résistance a l'insuline et
un dysfonctionnement des cellules B; ces anomalies débutent avant que I’élévation du taux
de glucose ne soit détectable (128-131).

Insulin release

0 0.5 10 1.5 2.0 2.5
Insulin sensitivity

Figure 9 : Insulinosensitivité et fonction beta-pancréatique en situatuin de normoglycémie,
d’intolérance au glucose (IGT) et de diabéte de type 2 (T2DM)
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Un autre état intermédiaire est le diabete gestationnel.

Au cours d’une grossesse normale, le métabolisme glucidique maternel, gu’il soit basal ou
postprandial, change progressivement pour limiter |'utilisation maternelle du glucose et ainsi
rediriger les substrats énergétiques glucidiques vers le feetus, afin de permettre une
croissance foetale optimale. L'insulino-sensibilité et I'insulino-sécrétion maternelles sont
impactées. (132-135)

L’évolution de l'insulino-sensibilité maternelle au premier trimestre reste controversée,
méme si plusieurs arguments sont en faveur de son augmentation. D’abord sur le plan
clinique, les patientes ayant un diabete de type 1 voient leurs besoins en insuline diminuer au
1°" trimestre de leurs grossesses; ensuite, on constate une augmentation du tissu adipeux en
rapport avec une hyperphagie et une majoration de la lipogenése, qui est sous le contréle du
signal insuline. Sur le plan scientifique enfin, Yen et al. et Kalkhoff et al.(136-137) ont montré
cette augmentation au cours de tests métaboliques simples, et Kirwan et al. (138) au cours
de clamps euglycémiques hyperinsulinémiques, mais de nombreuses autres études n’ont pas
réussi a confirmer ces résultats.

A l'inverse, il existe de nombreuses démonstrations de la diminution de I'insulino-sensibilité
maternelle lors des seconds et troisieme trimestres, (139-140-132). Cette deuxieme phase
conduit a un état d’insulino-résistance physiologique a partir du début du 2°™¢ trimestre. La
mise en place progressive de cette insulino-résistance se fait sous la direction de deux grands
groupes de facteurs circulants : les hormones placentaires et les adipokines. (141)

En paralléle, il existe une majoration progressive de I'insulino-sécrétion maternelle en réponse
au glucose, tant lors de la premiere que de la deuxiéme phase d’insulino-sécrétion. Il a été
montré chez les rongeurs que cette compensation beta cellulaire précédait le développement
de linsulino-résistance. Cette majoration de linsulino sécrétion est secondaire a une
augmentation, transitoire pendant la grossesse, de la masse des cellules B des flots de
Langerhans maternels via des mécanismes d’hyperplasie et d’hypertrophie. Ces modifications
seraient induites par I'augmentation des concentrations sériques d’hormones placentaires et
non placentaires, notamment la human Placental Lactogen (Hpl) et la Prolactine (PRL), Ces
deux hormones se lient au méme récepteur au niveau de la cellule B, le récepteur de la
prolactine. Cette liaison permet la phosphorylation du récepteur par JAK2, permettant le
recrutement et la phosphorylation du transducteur/activateur STAT5, qui se déplace ensuite
vers le noyau ou il régule I'expression des genes cibles. La sérotonine, induite par la grossesse,
joue également un réle dans I'augmentation de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose.

En post-partum, la masse beta réduit rapidement, via une association entre réduction de la
prolifération et de la taille des cellules béta, et augmentation de leur apoptose. (135 ;142-146)

Chez les patientes présentant un diabéte gestationnel, la majoration de I'insulino-sécrétion
maternelle ne permet pas de compenser la progression de I'insulino-résistance, résultant en
une hyperglycémie chronique. (Figure 10)
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Figure 10 : régulation glycémique normale au cours d’une grossesse (A) et altérée au cours d’un diabéte gestationnel (B)

Pour en faire le diagnostic, il convient chez les patientes a risque de réaliser entre 24 et 28
Semaines d’Aménorrhées(SA) une hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) a 75
grammes de glucose avec mesure de la glycémie a jeun, a 1 heure et a 2 heures.

Les seuils pour poser le diagnostic de diabéte gestationnel apres HGPO 75 g sont:

e Glycémie a jeun entre 0,92 g/l et 1,25 g/I;

e Et/ou glycémie a 1 heure >2a 1,80 g/l;

e Et/ou glycémie a 2 heures entre 1,53 g/l et 1,99 g/I.
Une seule valeur supérieure ou égale a ces normes suffit pour poser le diagnostic de diabéte
gestationnel.

Si la glycémie est >3 1,26 g/l a jeun et/ou >a 2,0 g/l 2 heures apreés la charge, il s'agit d'un
diabéte avéré découvert pendant la grossesse.

La prise en charge du diabete gestationnel permet de réduire les complications maternelles,
foetales et néonatales. Cette prise en charge comprend systématiqguement des régles hygiéno-
diététiques, qui peuvent étre associées a une insulinothérapie si leur efficacité est
insuffisante.

Immédiatement apres I'accouchement, I'expulsion du placenta permet une levée rapide de
I'insulinorésistance qu’il induisait, et donc une amélioration de I'équilibre métabolique. Les
recommandations actuelles sont de réaliser a 3 mois post-partum une HGPO 75g pour classer
les femmes en normo glycémiques, prédiabétiques ou diabétiques, et démarrer la prise en
charge adaptée.
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Le diabéte gestationnel partage avec un sous-groupe de diabéte de type 2 sa physiopathologie
(insulinorésistance au premier plan, associée a une insulinopénie relative) et ses facteurs de
risque (age, surpoids et antécédents familiaux).

Par ailleurs, le risque a 10 ans de développer un diabéte est autour de 50% chez les femmes
ayant fait un diabete gestationnel. (147)
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Figure 11 : Incidence par ethnie du diabéte de type 2 au cours du suivi post-partum de patientes ayant développé un
diabete gestationel, Modifiée de Kim Diabetes Care 2002

Toutes ces considérations tendent a montrer que le diabéte gestationnel est une
manifestation visible d’un processus chronique en cours de progression qui a été décompensé
transitoirement par les modifications hormonales de la grossesse, et qui conduira a terme vers
un diabéte persistant. Les patientes normo glycémiques, pré diabétiques et diabétiques lors
de I'HGPO 75g 3 mois apres la délivrance d’une grossesse marquée par un diabéte
gestationnel seraient donc des femmes a 3 stades différents d’'une méme maladie.

Dans I’hypothése d’une participation de I'inflammation dans la genése de cette pathologie,
I’étude comparative de I'état inflammatoire de ces femmes, et notamment de leurs
monocytes, pourrait permettre de confirmer cette théorie et de mettre en lumieére les
mécanismes moléculaires sous-jacents. Figure 12
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Figure 12 :Représentation de I’évolution de I'insulino-sécrétion et de I'insulinoresistance chez une femme ayant fait un
diabéte gestationnel puis développant un diabéte.
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2. L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique.

L’OMS définit 'athérosclérose comme étant « une association variable de remaniements de
I'intima des artéres de gros et moyen calibre consistant en une accumulation locale de lipides,
de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dép6ts calcaires ;
le tout s’accompagnant de modification de la média ». Ces remaniements sont appelés
plaques d’athéromes, ces plaques font saillies dans la lumiére artérielle mais n’ont un
retentissement clinique que lorsqu’elles diminuent de plus de 50-70% la lumiére de I'artére
ou quand elles se détachent et provoquent des thromboses qui vont bloquer la circulation
sanguine en aval.

L'athérosclérose n’est pas spécifique du diabéte, mais s’y distingue par sa précocité, sa plus
grande fréquence et sa sévérité. Le risque cardiovasculaire est multiplié par 2 a 3 parle
diabéte, indépendamment des autres facteurs de risque fréquemment associés comme
I'HTA. Le sur risque associé au diabete varie selon le lit artériel :

e Risque coronarien multiplié par2a4;
e Risque d'accident vasculaire ischémique multiplié par 1,5a 2 ;

e Risque d'artériopathie oblitérante des membres inférieurs multiplié par 5 a 10.

La mortalité des AVC et des infarctus du myocarde est supérieure en cas de diabéte (risque
de déces multiplié par 2 environ).

A. Physiopathologie de I’athérosclérose

La constitution de la plaque se fait en plusieurs étapes et dépend d’une part de I’entrée passive
des lipoprotéines (LDLc, VLDL) et de leurs oxydations dans l'intima, et d’autre part de la
réaction inflammatoire locale impliquant macrophages résidents et monocytes infiltrants.

Elle commence par la pénétration passive et I'accumulation de lipoprotéines de basse densité
(LDLc) dans I'intima artérielle. Dans I'espace intimal, les LDL sont alors oxydées par différents
mécanismes enzymatiques et non enzymatiques. (148). Cette oxydation conduit a I'activation
des cellules endothéliales, c’est-a-dire a I'expression a leurs surfaces de molécules d’adhésion
(intégrines et sélectines) qui permettent I'adhésion de monocytes circulants a cette surface
endothéliale (149-152).

Sous l'influence du MCP-1, les monocytes ayant adhérés a la paroi pénetrent dans I'espace
sous endothélial (153-154) ; puis sous l'influence du M-CSF (monocyte-colony stimulating
factor) les monocytes s’y différencient en macrophages (149).

Ces macrophages nouvellement différenciés vont d’'une part se transformer en cellules
spumeuses en captant les LDL-oxydées via des récepteurs « scavengers » (155-156) et d’autre
part produire des cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF-a) responsables de
I’'amplification et de la pérennisation de I’état inflammatoire local (157). Ces cytokines pro-
inflammatoires sont notamment a leurs tours capables de médier I'activation endothéliale,
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favorisant ainsi I'adhésion et l'internalisation de nouveaux monocytes, faisant rentrer la
plague dans un cercle vicieux d’auto-amplification responsable de la progression de la plaque.

Ce recrutement cellulaire continu favorise la formation de plaques d’athérome avancées,
consistant en une région centrale nécrotique entourée d'une chape de cellules musculaires et
d’une matrice extra-cellulaire riche en collagéne et en protéoglycane. Par la suite, cette chape
fibreuse peut étre progressivement amincie par I'action de métalloprotéinases matricielles
(MMP) sécrétées par les macrophages, rendant les plaques sujettes a la rupture (158).

La rupture d’une plaque d’athérome entraine la libération de son contenu dans la lumiére
artérielle, occasionnant la formation d’un thrombus qui, en obstruant la lumiere artérielle,
occasionne une ischémie aigue des territoires en aval (159). Cette ischémie aigue est appelée
syndrome coronarien aigu, accident vasculaire cérébrale ou ischémie aigue de jambe suivant
le lit artériel intéressé.

En lI'absence de rupture de plaque, celle-ci peut progresser jusqu’a occasionner des
symptoémes (angor d’effort, claudication intermittente) pour des efforts de moins en moins
importants.

Cette progression de la plaque d’athérome jusqu’a la constitution d’une sténose significative
ou jusqu’a sa rupture, est donc fortement dépendante des cellules de I'immunité innée.

B. Evaluation de I'athérosclérose

Il est possible d’évaluer le risque de survenue d’un événement cardiovasculaire majeur
(ECVM) via la réalisation d’un score calcique coronaire (SCC) (160). Plus I'athérosclérose
coronaire est importante, plus la plague d’athérome contient des dépots de calcaires qui sont
visibles au scanner (hyperdenses). Le calcul du SCC repose sur I'acquisition par un scanner de
20 coupes transversales centrées sur le cceur et les artéres coronaires. Pour chaque coupe, ne
sont retenues que les régions de plus de Imm? ayant une densité supérieure ou égale a 130
unités Hounsfield (UH). Ces régions sont affectées d’un score égal a la multiplication de leur
surface en mm? par un nombre reflétant leur densité, nombre défini selon le protocole
suivant : 1 =130 a 199 UH, 2 = 200 a 299 UH, 3 =300 a 399UH et 4 > 400 UH. L’addition du
score de chaque région d’une coupe donne le score de la coupe. L’addition du score de chaque
coupe donne le score calcique coronaire total.
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Scanner, coupes transverses

Figure 13 : Exemple de deux coupes de score calcique coronaire, représentant deux scores extréms (A) moins de 100, (B)
plus de 1000.

Les résultats du score calcique coronaire sont corrélés au risque de survenue d’un événement
cardiovasculaire chez le patient. A O, le risque est nul, entre 1 et 100 il est faible, modéré entre
101 et 399, et on parle de risque élevé a 400 ou plus de score calcique coronaire (160-161).

Il existe néanmoins quelques limites au score calcique coronaire, qui sont

- Safaible résolution ne permettant pas de décrire précisément la plaque (circonférentielle
ou non, embranchement vasculaire, taille du vaisseau sous-jacent),

- L’absence de quantification des plaques d’athéromes non calcifiées, et

- L’absence de renseignement fonctionnelle direct (flux sanguin, hypoxie tissulaire) qui

nécessite un autre type d’imagerie en cas de suspicion d’ischémie myocardique
silencieuse.

Si les principaux déterminants de la progression du score calcique coronaire chez un patient
sont le tabagisme, I'hypertension et la présence d’un diabéte de type 2, il a aussi été montré
récemment que, dans une population de patients diabétiques de type 2, apres ajustement
sur le sexe, I'age, le taux de cholestérol, 'HbA1c, la pression artérielle et I'existence d’une
microalbuminurie, plus le taux de TNFa (Tumor-Necrosis-Factor alpha) était élevé chez un
patient, plus son score calcique coronaire progressait. Le TNFa étant une cytokine pro-
inflammatoire, on peut donc y voir un autre lien entre inflammation et progression du score
calcique coronaire. (162)
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C. Association entre les différents sous-types de monocytes et le risque
cardiovasculaire dans la population générale.

Dans la population générale, I'athérosclérose est associée a une augmentation du
pourcentage de monocytes intermédiaires; dans le méme temps le pourcentage de
monocytes non-classiques ne change pas, et I'évolution de celui des monocytes classiques
varie en fonction des études (163— 165).

Si I'on se focalise sur les atteintes coronariennes, il ne semble pas y avoir de modification du
nombre ou du pourcentage de monocytes intermédiaires entre les patients malades et les
patients sains (166-171); les données actuelles concernant les monocytes classiques et non
classiques sont trés hétérogenes et ne permettent pas de conclure (166;168;170).

Enfin, dans le cas précis de la cardiopathie ischémique, la seule étude dédiée ne retrouve pas
de changement de répartition ou de nombre des différents sous-groupes de monocytes, entre
les sujets sains et malades (172).
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3. En pratique clinique générale, I’évaluation de I’'inflammation repose sur la
quantification des globules blanc plasmatiques, de la CRP(us) et du

fibrinogéne

En pratique clinique, il est régulierement nécessaire d’évaluer I'état inflammatoire locale ou
systémique d’un patient, et de monitorer cet état afin de vérifier sa résolution. Pour cela il
existe des marqueurs cliniques et biologiques, témoignant de la physiologie du systeme
immunitaire inné. Elle comprend des barrieres physiques et chimiques, des médiateurs
humoraux et des médiateurs cellulaires.

Les barriéres

Les barriéres physiques et chimiques sont a I'interface entre I’h6te, qui doit étre protégé, et
I’environnement extérieur qui est potentiellement agressif.

La principale barriére physique est la peau, qui consiste en des couches de cellules
épithéliales stratifiées reliées par des jonctions serrées et des protéines de structures. Elle
peut étre divisée en deux couches superposées distinctes : le derme (en profondeur) et
I’épiderme (en surface). Ces couches empéchent l'infiltration d’agents pathogénes dans un
sens, et les pertes hydriques dans I'autre. En plus de cette défense mécanique, la peau est
constamment lubrifiée par des sécrétions externes qui non seulement aident au maintien de
son intégrité physique mais présentent par ailleurs des propriétés antimicrobiennes. Enfin la
peau contient en son sein des médiateurs de I'immunité innée, qui seront développés dans
le paragraphe dédié. (173- 174)

La seconde barriere physique est I'’ensemble des muqueuses de I'organisme, qui en tapissent
les cavités internes et remplissent les mémes fonctions que la peau. Au-dela de leurs
spécificités propres, les muqueuses de chaque appareil (digestif, respiratoire, urinaire et
reproductif) partagent de nombreuses caractéristiques : un pH bas, la présence d’enzymes
hydrolytiques et de mucus a leurs surfaces, et la sécrétion de médiateurs humoraux (175).

Cliniqguement, I'inflammation se traduira au niveau local par I'existence d’'un cedéme avec
rougeur, douleur et chaleur.

Les médiateurs humoraux

Les médiateurs humoraux sont des protéines ayant un réle dans I'immunité innée, on peut les
regrouper en 5 grandes familles (176-177) :

1. Les peptides anti-microbien (PAM) se trouvent dans le plasma et les sécrétions des
mugqueuses, le plus actif est le Lysozime qui, grace a son action enzymatique, lyse
directement les bactéries. Via leurs capacités antibactériennes, anti-fongiques et anti-
parasitaires, les Defensines, les Cathélicidines et I'Hepcidine font aussi parti des
peptides anti-microbien impliqués dans I'immunité innée.

2. Les protéines de la phase aigiie (PPA) sont synthétisées puis sécrétés dans le plasma
et les sécrétions épithéliales durant I'infection et I'inflammation. Le principal PPA est
la protéine C-Réactive (CRP) qui est impliquée dans la reconnaissance du pathogeéne,
la réaction d’agglutination et l'activation du complément. Les autres PPA sont
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I’haptoglobine, la céruloplasmine, I'alpha2-macroglobuline, le fibrinogene, Ia
transferrine et les serum Amyloid Aa et P.

3. Le systeme du complément est composé de protéines sériques qui réagissent contre
une pathogéne via une cascade moléculaire, permettant I'opsonisation du pathogéene,
I’augmentation de la réponse inflammatoire systémique, et la formation du complexe
d’attaque membranaire qui entraine la lyse microbienne.

4. Les cytokines sont les protéines qui assurent la communication intercellulaire,
essentielle pour obtenir une réponse immunitaire coordonnée et efficace. Elles sont
divisées en différentes familles telles que les Interférons (IFN), les Interleukines (IL) les
Tumor Necrosis Factors (TNF) et les Transforming Growth Factors (TGF). Certaines
d’entre-elles ont déja été présentées précédemment.

5. Les anticorps naturels sont des immunoglobulines circulantes (principalement des
IgM) préexistantes a tout pathogene ; ils sont synthétisés par des lymphocytes B en
absence de pathogene.

En pratique clinique I'ensemble de ces médiateurs peuvent étre dosés. Le plus fréquemment
utilisé est la CRP, qui permet d’attester de la présence d’une inflammation, quel gu’en soit la
cause, puis de sa résolution. Dans certaines pathologies, son taux peut servir de facteur
pronostic ou de de gravité (178-183). Il convient d’ajouter que, dans le cadre d’une recherche
d’inflammation chronique de bas grade durant laquelle est attendue une élévation de la CRP
dans les valeurs basses, il est recommandé doser la CRP ultrasensible plutot que la CRP. C'est
par exemple le cas au cours de I’évaluation du risque cardiovasculaire chez des patients en
prévention primaire. Le dosage de CRP ultra-sensible permet ainsi de détecter des valeurs
allant jusqu’a 0.2 mg/I.

Les médiateurs cellulaires

Le systéeme monocytaire phagocytaire a déja été présenté plus haut. En pratique clinique, la
guantification du taux de leucocytes sanguins et monocytémie sont possible, mais pas
I'analyse plus fine des différents sous types de monocytes, ni celle des macrophages
tissulaires.

4. ’étude de l'inflammation en recherche fondamentale

A l'inverse, il est possible en recherche fondamentale d’étudier plus précisément I'ensemble
des leucocytes circulants ainsi que les macrophages, notamment du tissu adipeux. Dans le
chapitre suivant, publié dans Methods in Molecular Biology, les méthodes utilisées dans le
laboratoire, et utilisées pour ce travail de thése, sont décrites.

[cf ANNEXE]
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Hypothése : Certains types de diabétes non auto-immuns, notamment ceux pour lesquels
I'insulino résistance est prépondérante, sont associés a un état inflammatoire chronique de
bas grade, pathologique car non régressif, semblable a celui rencontré dans I'athérosclérose,
ce qui expliquerait leurs plus grandes susceptibilités a la macroangiopathie. A I'inverse, il
pourrait exister des diabétes non auto-immuns dans lesquels le systeme immunitaire inné
n’est pas ou peu impliqué, et dont le risque cardiovasculaire est moindre. Identifier des
marqueurs biologiques séparant ces différents sous-types pourrait permettre de mieux
individualiser la prise en charge thérapeutique des patients.

Objectifs :

- Etudier et décrire les monocytes circulants dans la population diabétique, et leurs
modifications au cours de la progression de |'athérosclérose chez des patients
diabétiques.

- Etudier et décrire les monocytes circulants et leurs interactions avec les lipides au cours
de la pathogénése du diabéte, dans le modéle du diabéte gestationnel.

- Etudier le réle de lI'inflammation dans le sur-risque de formes séveres d’infection a
COVID-19 chez les patients diabétiques de type 2.
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Chapitre 1 : Etude des monocytes dans une
population de patients avec diabéete de type 2
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1. Introduction

Le diabéte de type 2 et I'athérosclérose sont associés a une inflammation chronique de bas
grade. Les cellules de I'immunité innée, et en particulier le couple Monocyte-Macrophage,
font parties des acteurs susceptibles d’influer sur la progression de ces deux situations
pathologiques. Il est doncimportant de caractériser au mieux ces cellules dans le but d’affiner
nos connaissances physiopathologiques et d’étudier la possibilité d’en faire des biomarqueurs
de risque dans le cadre du diabéte et de ses complications micro- et macro-angiopathiques ;
les monocytes ont la double capacité de participer aux phénomeénes inflammatoires et de se
différencier en macrophages, et ils sont faciles a étudier puisqu’accessibles via une simple
prise de sang; ils sont donc les candidats idéaux pour débuter cette caractérisation
inflammatoire.

2. Objectif

L'objectif principale de cette étude était d’évaluer les facteurs cliniques et biologiques
associés au taux de monocytes dans une population diabétique de type 2 non sélectionnée.

L’objectif secondaire était d’étudier le risque cardiovasculaire dans cette méme population,
et son association avec les données monocytaires (taux de monocytes, répartition des
différents sous-types et modifications transcriptomiques).

3. Méthodes
A. Cohorte Angiosafe2 et sous-cohorte

En paralléle de mon travail de thése, j'ai participé a la constitution de la cohorte Angiosafe2
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02671864). Cette cohorte a été constituée dans le but
d’évaluer I'association entre |’exposition aux agonistes du récepteur au GLP-1 (un traitement
injectable du diabéte de type 2) et la survenue d’une rétinopathie diabétique. L’article
correspondant est présenté en Annexe.

L'étude inclut des patients DT2 (selon les critéres de I'ADA) quel que soit leur traitement. Ces
patients sont inclus lors d’une visite en hopital de jour, et phénotypés sur le plan clinique
(sexe, age, date de début du diabete, IMC, tour de taille, traitements, stades des complications
macro et microangiopathiques) et sur le plan biologique (glycémie a jeun, Hbalc, bilan rénal,
bilan hépatique complet, exploration des anomalies lipidiques, CRPus, BNP, Troponine et
fibrinogene). Enfin, dans le cadre de I'h6pital de jour, certains ont bénéficiés de la réalisation
d’un score calcique coronaire.

Il'y a acejour 4800 patients de I’hdpital Lariboisiere inclus dans la cohorte. Parmi eux, environ
1000 patients ont eu un score calcique coronaire (dans le cadre du soin courant) le jour de
I'inclusion, et plus de 300 d’entre eux ont aussi bénéficié d’'un immunophénotypage en
cytométrie en flux.

La sous-population participant a I'analyse transcriptomique des monocytes comprend des
patients inclus consécutivement en HDJ entre Octobre 2017 et Mars 2018 dans angiosafe2,
hommes, et ayant bénéficiés d'un score calcique coronaire ou étant en prévention
cardiovasculaire secondaire.
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B. Immunophénotypage en cytométrie en flux

Il s"agit d’'une expérience réalisée en routine dans le laboratoire, qui permet de renseigner
pour chaque patient, la répartition de 16 types ou sous-types de leucocytes. Cette
caractérisation est réalisée sur du sang frais total. La premiére étape est la lyse des globules
rouges, puis aprés un double lavage au PBS, I'incubation des cellules avec un cocktail de 11
anticorps de surface et un marqueur de viabilité, tous associés a un fluorochrome différent.
Aprés deux nouveaux lavages au PBS et une remise en suspension des cellules marquées dans
une solution tampon, les échantillons sont passés un par un dans un cytometre en flux
Fortessa® doté de 4 lasers, permettant la détection de 16 couleurs différentes. Pour tous les
échantillons, le méme nombre de cellules marquées est analysé par le cytométre. Tableau 1

Longueurd'onde | BP Filter
780/60 CD14 BV786
655/80 CD56 BV650
610/20 CD11c BV605
585/15
525/50 Viability AmCyan
450/50 HLADR VioBlue
695/40 CD45 PerCP-Cy5.5
530/30 CD16 FITC
488/10 Size SSC
780/60 CD20 PE-Cy7
695/40
610/20 CDh4 ECD
582/15
780/60 CcDs8 APC-Vio770
730/45 CD3 AF700
660/20 CD123 APC

Tableau 1 : Panel d’anticorps marqués par un fluorochrome, utilisé pour 'immunophénotypage.

Le cytometre fournit ainsi pour chaque cellule, I'intensité qu’il a recueillie pour chacun des
fluorochromes, c’est-a-dire le niveau de fixation des anticorps et donc d’expression des
antigenes de surface. Une stratégie d’analyse standardisée de I'expression de ces antigénes
permet pour chaque cellule de déterminer son type et son sous-type (Par exemple monocyte
du sous-groupe non classique) Tableau 2. Le logiciel FlowJow® a été utilisé pour cette analyse ;
Ces analyses ont été réalisées par Charline Potier sous la direction du Dr Alzaid ; Pour chaque
échantillon nous disposons donc du pourcentage de chaque type cellulaire, et puisque le
méme nombre de cellules est analysé a chaque fois, nous pouvons comparer la répartition de
ces types cellulaires entre les différents échantillons.

CD123+ CD3+

CD1lc- p
- HLA DR+ CD14-
Dendritic Cells )« CD20-
cD123- "

Natural Killer
CD1lc+ CD20+ cD14%
+~ CD3+
Lymphocytes B

e -
@@@ @ N

CD4+CD8- CD4+CD8+ CDA4-CD8+  CDA-CD8- CD14++CD16- CD14++CD16+ CD14+CD16++

 CDS6+

|
ol

CD3-

Tableau 2 : Stratégie d’analyse standardisée des données de cytométrie en flux. pp= double positif, DN=double négatif. iNK =inante
Natural Killer.
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C. Analyse transcriptomique

L’analyse transcriptomique se déroule en quatre parties.

- L'immunosélection des monocytes via des billes magnétiques CD14+.
La méthode d’'immunosélection est explicitée en détails en ANNEXE dans le chapitre
Isolation and Analysis of Human Monocytes and Adipose Tissue Macrophages.

- L’extraction de I’ARN cellulaire, réalisée en suivant le protocole des kit QIAGEN®
RNAmini plus.

o La quantité d’ARN extrait est ensuite mesurée le systeme QUBIT ; pour
réaliser un séquencage ARN, la plateforme de séquencage exige, au vue de
son protocole, au minimum 50ng d’ARN.

o Laqualité de I’ARN extrait est évaluée par le systeme BioAnalyzer ®, un index
d’intégrité de I’ARN supérieur ou égal a 7/10 est demandé par la plateforme
de séquencage pour obtenir des résultats fiables.

- Le séquencage de I’ARN par une plateforme de génomique. Ici celle de I'ENS paris.

- Le traitement Bio-informatique des données, réalisé par le Dr Mano Matthews, afin
de réaliser I'analyse différentielle du transcriptome de ces monocytes, en fonction du
risque cardiovasculaire.

Celui-ci a été déterminé en fonction du résultat du Score calcique coronaire :
SCC=0: Risque de survenue d’un événement cardiovasculaire nul,
SCC<100 : Risque de survenue d’un événement cardiovasculaire faible,
SCC 100-400 : Risque de survenue d’un événement cardiovasculaire modéré,
SCC >400 : Risque de survenue d’un événement cardiovasculaire élevé.

D. Analyses statistiques

Les associations entre le compte monocytaire et les caractéristiques basales des patients ont
été étudiées via la réalisation de tests de corrélation de Spearman pour les variables
continues.

Le score calcique coronaire a été considéré comme une variable continue, sauf dans la partie
transcriptomique.

Pour les variables dichotomiques, des comparaisons des moyennes des taux de monocyte
entre les deux conditions ont été réalisés via un test de Mann Withney Wilcoxon.

Les corrélations entre le SCC et les variables continues ont été évaluées par test de
corrélation de Spearman. Des analyses de covariance (ANCOVA) ont été réalisées pour
évaluer I'indépendance des associations retrouvées dans les analyses univariées.

Les tests de Spearman et ’ANCOVA ont été réalisées sur le logiciel SAS.

Un p<0,05 a été retenu comme étant significatif.
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4. Résultats
A. Description de la population totale

Les caractéristiques cliniques et biologiques de ces patients sont présentées dans les tableaux
3 et 4. Cette population présente un age moyen de 62 ans, une durée moyenne d’évolution
du diabéte de 14.3 ans, un IMC moyen de 29kg/m? et une HbAlc moyenne de 7.7%. On notera
aussi que les moyennes des marqueurs de I'inflammation (leucocytes, monocytes et CRP) sont
dans les valeurs normales, avec des déviation-standards faibles, témoignant de I'absence
d’événement inflammatoire ou infectieux aigu chez ces patients.

n=340 Moyenne DS
Age (ans) 62,0 9,8
Durée du Diabéte (années) 14,3 9,6
Hbalc (%) 7,7 1,3
Poids (en kg) 83,0 17,6
Taille (en cm) 168,2 9,8
IMC (kg/m?) 29,3 5,7
Tour de taille (cm) 102,1 12,8
PA Syst (mmHg) 128,8 14,8
PA Diast (mmHg) 67,3 10,0
FC (bpm) 77,9 8,5
Score calcique Coronaire 267,6 696,6
Leucocytes 7,1 2,7
Monocytes (x10*9) 0,5 0,4
Cholestérol total (g/L) 1,8 0,4
HDL (g/L) 0,5 0,1
LDL (g/L) 1,1 0,3
Triglycerides (g/L) 1,3 0,8
Acide urique (micromol/I) 339,8 99,1
Troponine US (ng/ml) 4,0 54
BNP (ng/l) 26,2 35,6
CRP US (mg/l) 3,6 5,0
Fibrinogéne (ng/l) 3,6 1,0
Créatinémie (umol/l) 76,8 32,1
Albuminurie/Créatinurie (mg/mmol) 15,3 53,7
DFG patient (MDRD) 87,8 27,8
DFG patient (CKD épi) 85,7 20,6
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%

Sexe (n=340)
Masculin 177 52%
Tabagisme (n=330)
Jamais 198 60%
Sevré 96 29%
Actif 36 11%
Traitements (n=340)
Biguanides 265 78%
SU-Glinide 160 47%
Inhibiteur DPP4 106 31%
Analogues GLPI 78 23%
inhibiteur SGLT2 1 0%
Hypolipémiants 165 49%
Antihypertenseur 180 56%
Antiagrégants 103 30%
Insuline 124 36%
Synthése ophtalmologique (n=317)
Pas de RD 197 62%
RDNP minime 61 19%
RDNP Modérée 29 9%
RDNP Sévére 10 3%
RDP / PPR 20 6%
Synthése néphrologique (n=288)
Pasde néphropathie 176 61%
Néphropathie incipiens 78 27%
Néphropathie avec protéinurie 9 3%
Néphropathie avec IRC 25 9%
Grading Podologique (n=244)
0 194 87%
1 20 9%
2 7 3%
3 3 1%
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B. Evaluation des facteurs cliniques et biologiques associés au taux de monocytes
dans une population diabétique de type 2 non sélectionnée.

Le compte des monocytes n’est pas associé a la durée du diabete, I'IMC et I'HbAlc (p
respectivement a 0,63 ; 0,46 et 0,48). Il est inversement corrélé avec le cholestérol circulant,
gu’il soit total, HDLc ou LDLc. En revanche on ne retrouve pas cette association avec les
triglycérides. (Tableau 5)

Les variables positivement corrélées au compte des monocytes étaient I'age (r= 0,13 ; p =
0,01), la leucocytémie (r = 0,56 ; p <0,0001) et le résultat du score calcique coronaire (r=0,12 ;
p=0,12). (Tableau 5)

Comme attendu, les hommes avaient des taux de monocytes significativement plus élevés que
les femmes (p<0,0001), tout comme les tabagiques actifs par rapport aux non-fumeurs
(p<0,0001). En ce qui concerne les traitements, les patients sous traitements
antihypertenseurs et sous traitements antiagrégants plaquettaire avaient plus de monocytes
que les non traités (p=0,03 et 0,02). A linverse, aucune différence significative de
monocytémie n’a été mise en évidence en fonction du traitement par insuline ou par agonistes
du récepteur au GLP-1. (Figure 1) Apres ajustement, les variables restant significativement
associées au compte de monocytes étaient le sexe masculin, I'IMC, le tabagisme et la taux
plasmatique de créatinine. (Tableau 6)
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Spearman Monocytes

Age (ans)

0,13
0,01
348

Durée du diabéte (ans)

0,03
0,63
348

Hbalc (%)

-0,04
0,48
344

IMC (kg/m?)

0,04
0,46
346

CRP us (mg/l)

0,03
0,63
220

Leucocytes (x10*9)

0,56
<,0001
348

Troponine Hs (ng/ml)

0,002
0,97
322

Fibrinogéne (ng/l)

0,11
0,07
245

BNP (nglL)

-0,07
0,24
325

Cholestérol Total (g/l)

-0,14
0,01
337

LDLc (g/1)

-0,13
0,02
331

HDLc (g/l)

-0,14
0,01
338

Triglycérides (g/1)

0,06
0,28
338

Créatininémie (umol/)

0,09
0,12
333

DFG MDRD (ml/min)

0,02
0,69
318

Score Calcique Coronaire
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0,12
0,02
348
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Figure 1 : Comparaisons des moyennes des taux de monocyte entre (A) hommes et femmes, (B) Traitement
par statine ou non, (C) Traitement anti-hypertenseur ou non, (D) Traitement antiagrégant ou non, (E)
Insulinothérapie ou non, (F) Traitement par analogues du GLP-1 ou non, via un test de Mann Withney
Wilcoxon ; et (F) entre les non tabagiques, tabagiques sevrés et tabagiques actifs via une ANOVA. Le tout

dans la population des 340 patients issus de la cohorte AngioSafe 2.

Monocytes Valeur estimée
du point 1C95% p

Sexe Masculin 3.008 1.895 5.065 <.0001
Age (ans) 0.980 0.958 1.003 0.2706
Durée du diabéte (années) 0.999 0.976 1.023 0.9415
IMC (kg/nv) 0.958 0.922 0.996 0.0285
Hba1lc (%) 1.067 0.906 1.256 0.4375
Tabagisme Actif 5.974 2.901 12.301 0.0006
Tabagisme Sevreé 6.283 2.964 13.318 0.0005
Traitement par Statines 0.837 0.535 1.308 0.4350
Traitement par Anti-Agregant 1.625 0.995 2.653 0.0522
Traitement par Anti-HTA 1413 0.857 2.330 0.1754
Score Calcique coronaire 1.000 1.000 1.000 0.3601
Creatininémie 1.007 1.000 1.014 0.0072

Tableau 6 : Analyse de covariance des variables associées au taux de monocytes sanguins, dans la population des 340
patients issus de la cohorte AngioSafe 2.
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C. Evaluation du risque cardiovasculaire dans cette méme population, et son
association avec les données monocytaires

Les résultats des tests de corrélation du score calcique coronaire avec les différentes variables
cliniques et biologiques sont résumés dans le Tableau 7.

Score calcique r p n
Age (ans) 0,4071 <0,0001 350
Durée du Diabéte (ans) 0,2754 <0,0001 350
Hbalc (%) -0,03239 0,5482 346
Poids (en kg) -0,04917 0,3604 348
IMC (kg/m?) -0,1417 0,0081 348
Tour de taille (cm) 0,03294 0,5927 266
Leucocytes (x10*9) 0,05654 0,2929 348
Monocytes (x10*9) 0,1234 0,0213 348
Cholestérol total (g/L) -0,1419 0,0089 339
HDL (g/L) -0,07264 0,1814 340
LDL (g/L) -0,1429 0,009 333
Triglycerides (g/L) 0,0386 0,4781 340
Acide urique (micromal/I) 0,1931 0,0005 318
Troponine US (ng/ml) 0,1573 0,0045 324
BNP (ng/l) 0,2317 <0,0001 327
CRP US (mg/1) -0,0396 0,5581 221
Fibrinogénes 0,2001 0,0016 246
Créatinémie (micromol/l) 0,2448 <0,0001 335
Albuminurie/Créatinurie (mg/mmol)| 0,07857 0,4256 105
DFG patient (MDRD) -0,1535 0,0059 320
DFG patient (CK épi) -0,2202 0,0003 266

Les variables positivement et significativement associées avec le résultat du score calcique
coronaire sont I'dge (r=0.4, p<0.0001), la durée du diabéte (r=0.27, p<0.0001), des

biomarqueurs
biomarqueurs

Figure 2.
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cardiaques (Troponine r=0.15 p=0.0045 et BNP r=0.23 p<0.0001) et des
inflammatoires (Monocytes r=0.12 p=0.02 et Fibrinogéne (r=0.2 p=0.0016))
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Les variables négativement et significativement associées avec le résultat du score calcique
coronaire sont I'IMC (r=-0.14, p=0.008), les cholestérols total et LDL (r= -0.14, p=0.009 dans
les deux cas), et le débit de filtration glomérulaire.

L’association négative entre le LDLc et le score calcique coronaire s’explique probablement
par le fait que les patients a CAC élevés sont plus traités par statines (Inhibiteur de 'HMG-coA
réductase, utilisé en tant qu’hypolipémiant). Dans ’ANCOVA, il a décidé d’intégrer la prise de
statine et non le taux de cholestérol (total ou LDL).

Les variables catégorielles telles que le sexe masculin, le tabagisme et I’'hypertension artérielle
sont connues pour étre des facteurs de risque cardiovasculaire, ce qui a bien été retrouvé ici

Figure 3.

Sexe masculin (%) Tabagisme Actif (%) Traitement Anti-hypertenseur (%)

E(0 ®=1-100 ®101-399 ® 400+ HQ ®1-100 ®101-399 W400+ MO W1-100 W101-399 W400+
* * *

80% 74% 80% 80%

66% 66%

62%
60% 49% 60%

41%

40%
o - N .
0% 0%

Score Calcique Coronaire Score Calcique Coronaire Score Calcique Coronaire

37%
40%

27%

20%

Figure 3 : Pourcentage A. d’hommes, B. de tabagiques actifs, C. de patients sous anti-hypertenseurs en fonction du risque
cardiovasculaire défini par le résultat du score calcique coronaire (0= nul ; 1-100=faible ; 101-399=intermédiaire ; 400+ =
élevé)

L'indépendance des variables associées au résultat du score calcique coronaire a été testée
via la réalisation d’'une ANCOVA. (Tableau 8)

sce Valeur estimée

du point IC 95% P
Sexe Masculin 2.308 1.385 3.843 0.0013
Age (années) 0.940 0.916 0.966 <.0001
IMC (kg/m2) 1.011 0.971 1.052 0.6020
Durée du diabete (ans) 0.975 0.952 0.999 0.0896
Hbalc (%) 0.970 0.808 1.164 0.6845
Tabagisme actif 1.285 0.621 2.658 0.0896
Tabagisme sevré 0.687 0.325 1.451 0.0635
Traitement par Statines 2.156 1.355 3.430 0.0012
Traitement par AntiAgregant 1.391 0.847 2.285 0.1926
Traitement par AntiHTA 1.377 0.818 2.320 0.2288
Monocytes (x10*9) 0.914 0.540 1.548 0.7389
Creatininémie (ug/ml) 0.999 0.991 1.007 0.8567

Tableau 8 : Analyse de covariance des variables associées au résultat du score calcique coronaire , dans la population une
de patients issus de la cohorte AngioSafe 2.

Le sexe masculin et la prise de statine restent positivement associés avec le résultat du score
calcique coronaire et donc avec le risque de survenue d’un événement cardiovasculaire. Apres
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ajustement, I'dge reste associé au résultat du score calcique coronaire, mais négativement,
alors que la durée du diabéte ou la monocytémie n’y sont plus significativement associé.

Un immunophénotypage en cytométrie en flux a été réalisé chez 229 de ces patients.

Les résultats sont exprimés soit en pourcentages des CD45 totaux (cellules hématopoiétiques
nucléées) soit en pourcentages du compte de monocytes totaux. Les associations entre les
résultats de ces pourcentages et le résultat du score calcique coronaire ont été testées via un
test de spearman. Les résultats sont présentés dans le tableau 9.

Correlation avec le SCC, test de spearman | n r p
Monocytes classiques (%CDA45) 229 0,18 0,007
Monocytes intermédiaires (% CD45) 228 -0,07 0,28
Monocytes non classigues (%CDA45) 228 -0,08 0,21
Monocytes classiques (%6Monocytes totaux) 226 0,2 0,0026
Monocytes intermédiaires (% Monocytes totaux) 226 -0,12 0,0615
Monocytes non classiques (Y%6Monocytes totaux) 226 -0,14 0,0391

Le pourcentage de monocytes classiques, qu’il soit rapporté a toutes les cellules CD45+ ou
juste aux monocytes totaux, est positivement corrélé avec le résultat du score calcique
coronaire. En revanche notre analyse ne montre pas de corrélation significative entre le
pourcentage de monocytes intermédiaires et le résultat du score calcique coronaire. Le
pourcentage de monocytes non-classiques parmi les cellules CD45+ n’est pas corrélé au
résultat du score calcique coronaire ; il existe une corrélation négative du pourcentage de
monocytes non classiques parmi les monocytes totaux, en miroir par rapport au pourcentage
de monocytes classiques.

D. Description de la sous-population utilisée pour I’analyse transcriptomique

86 patients ont été inclus dans cette sous-population, leurs caractéristiques cliniques sont
décrites dans le tableau 10. On notera les différences d’age, de durée du diabete et de
Monocytémie entre les 5 groupes.

0 1-100 101-400 >400 Prev2r p (ANOVA)
n 20 29 20 10 7
Age (ans) 53,72+/-2,0 62,15+/-1,4 66,7+/-1,6 67,3+/-2,36 70,9 +/-3,42 <0,0001
Durée (années) 10,6+/-1,6 13,93+/-2,19 17,8+/-1,97 20,3+/-3,75 17,86+/-3 0,024
HbAlc (%) 8+/-0,4 7,96+/-0,28 7,62+/-0,23 7,72+/-0,14 8,0+/-0,6 0,98
IMC (Kg/m?) 28,9+/-1 27,84+/-0,7 27,37+/-1 30,78+/-1,9 28,05+/-1,5 0,35
LDLc 1,07+/-0,08 1,05+/-0,05 0,91+/-0,09 0,89+/-0,2 1,08+/-0,08 0,14
A/C (mg/mmol) 18,6+/-16,8 2,18+/-0,83 11,8+/-6,8 33,22+/-19,8 5,62+/-2,1 0,35
Insulinothérapie 44%+/-10 44%+/-10 40%+/-11 40%+/-16 57%+/-20 0,17
Monocytes (x10%/ml) 0,48 +/-0,03 0,54+/-0,03 0,56+/-0,04 0,66+/-0,09 0,71+/-0,05 0,02
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E. Résultats de I’analyse transcriptomique

Un premier lot de 28 échantillons a d’abord été séquencé, puis un deuxieme de 46 patients.
En raison des améliorations apportées fin 2017 aux protocoles d’immuno-sélection et
d’extraction d’ARN, les 2 sets sont trop différents en terme de qualité et de nombre de génes
détectés (8198 vs 12404) pour pouvoir étre analysés conjointement (Figure 4). Pour 12
patients, la qualité de ’ARN n’a pas permis de réaliser I'analyse.

ance
5

vananc

2 26%

Data 2017 Data 2018 g Moy

8198 genes 12404 genes
Data 2017 | 28 patients Data 2018 | 46 patients
SCCo0=7 SCCO0=13
SCC1-100=11 SCC1-100=12
SCC 101-400=6 SCC 101-400=9
SCC>400=4 SCC>400=9

Prévention2r=3

PC1: 36% varlance
Figure 4 : Description des 2 sets de RNAseq et de leur clusterisation

Les 2 analyses se sont donc faites séparément, avec pour objectif d’identifier in fine les
pathways communs.

Je ne présenterai ici que les résultats du 2¢ set (2018), qui incluait 46 patients et dont le
séquencage a permis de détecter le plus de génes. Nous avons d’abord réalisé une analyse de
I'expression différentielle des genes entre le groupe référence SCC=0 et chacun des autres
groupes de risque cardio-vasculaire, les nombres de genes sur et sous exprimés sont présentés
dans le Tableaux 11

Data 2018 5CC=0 vs 5CC 1-100 Data 2018 5CC=0 vs SCC 101-400 Data 2018 5CC=0 vs SCC>400
Number of Transcripts 13165 Number of Transcripts 20435 Number of Transcripts 25345
Number of Genes 3956 Number of Genes 6732 Number of Genes 7949
Upregulated Transcripts 7100 Upregulated Transcripts 18746 Upregulated Transcripts 18446
Upregulated Genes 2144 Upregulated Genes 6189 Upregulated Genes 6075
Downregulated Transcripts 6065 Downregulated Transcripts 1689 Downregulated Transcripts 6899
Downregulated Genes 1865 Downregulated Genes 562 Downregulated Genes 2043

Tableau 11: Descriptions des génes différentiellement exprimés dans les monocytes des 2 groupes de risque
cardiovasculaire (A)SCC=0 vs SCC 1-100, (B) SCC=0 vs SCC 101-400 et (C) SCC=0 vs SCC>400

Ces analyses ont notamment permis de constater que les monocytes des patients SCC=0 et
SCC>400 expriment différentiellement des genes impliqués dans les complications du diabéete
(Produits de glycation avancée), I'entrée du cholestérol dans les cellules (ABC transporter) ou
encore |'entrée des monocytes dans la plague. Ces données sont donc en accord avec notre
hypothése d’un role des monocytes dans la pathogenése de |'athérosclérose.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés aux 953 genes retrouvés surexprimés
a la fois dans les monocytes des patients a faible, a moyen et a haut risque versus les
monocytes des patients a risque nul. (Figure 5)

50



NullvsFab_up NullvsMod_up

Reactome P-value
Chromatin modifying enzymes 0.00003031
Chromatin organization 0.00003031
Generic Transcription Pathway 0.0001719
GO Biological Process P-value
DNA methylation 0.0001831
DNA methylation or demethylation 0.0000906

NullvsHigh_up

Figure 5 Génes et pathways surexprimés communs aux 3 analyses différentielles SCC=0 vs 1-100, 101-400 ou >400

L’étude des pathways surexprimés des le passage du risque nul au risque faible, et restant
surexprimés au cours de la progression du risque cardiovasculaire montre une augmentation
des enzymes modifiant la chromatine, des génes régissant I'organisation de la chromatine
ainsi que de ceux impliqués dans les modifications de méthylation de I’ADN. Ces données
corroborent I'impact des modifications épigénétiques au niveau des monocytes circulants
dans la progression de I'athérosclérose.

Enfin, I’étude des corrélations entre le score calcique coronaire et la présence de transcrits de
génes, préalablement ciblés, associés a I'inflammation (IL-6, CD16) ou a des modifications
épigénétiques (KDM6B) a permis de vérifier qu’il existe bien des modifications a ces niveaux

(Figure 6).
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Figure 6 Courbes de corrélation (avec IC 95% et p value) de I’expression de transcrits d’IL-6 (A), de CD16 (B) ou de
KDM6B(C) en fonction du SCC dans les monocytes des patients

KDMG6B est une histone déméthylase spécifique de la marque H3K27me3, c’est-a-dire de la
triméthylation de la lysine 27 de I'histone 3. Cette marque est connue pour étre répressive sur
le plan transcriptionnel ; le passage a la forme H3K27me?2, catalysé par KDM6B, permet donc
le levé de la répression. Dans le laboratoire, nous nous intéressons au role que KDM6B peut
jouer au niveau monocytaire dans la dérégulation de l'inflammation associée au diabete de
type 2 et a I'athérosclérose.
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5. Discussion

Les monocytes sont des cellules de I'immunité dont la fonction est de réagir a toute rencontre
dangereuse pour I'organisme. Ce réle implique une trés grande variabilité dans le nombre et
les compétences des monocytes circulants. Si au stade aigu physiologique ces caractéristiques
sont les conséquences de la rencontre avec |'agression, I'état inflammatoire chronique
pathologique pourrait, a linverse, étre lui-méme la conséquence des modifications
aberrantes chroniques du nombre et de I'état d’activation des monocytes.

La caractérisation des monocytes dans les différentes pathologies aigues ou chroniques dans
lesquelles ils sont impliqués permet de mieux appréhender la physiologie ou la
physiopathologie de ces états, et donc potentiellement de développer des nouvelles
thérapeutiques ou méme des nouveaux scores de gravité.

Notre population regroupe des patients dont le bilan étiologique du diabéete n’a retrouvé ni
auto-immunité, ni histoire familiale ou clinique évocatrice de MODY ou de cause secondaire.
Ils ont donc été rangé dans le groupe du diabéte de type 2, indépendamment de I'age au
diagnostic, de I'IMC, de la persistance d’une insulino-sécrétion ou du délai de survenue des
complications du diabete. Nos résultats sont donc a analyser en gardant en téte les
hypothéses ol ce groupe inclurait des patients avec des diabétes ayant des physiopathologies
différentes, et ou seules certaines de ces étiologies seraient en lien avec une inflammation
chronique dérégulée de bas grade. Néanmoins les recommandations internationales de
classification du diabete, et de prise en charge des différents diabétes considerent toujours le
diabéte de type 2 dans sa globalité hétérogéne, et la littérature du diabéte non auto-immun
se base sur cette classification. Décrire la place et les associations des monocytes dans cette
population répond donc toujours a une problématique actuelle. De plus, décrire le
comportement global des monocytes dans cette population pourrait permettre
ultérieurement d’identifier au sein de cette population des groupes de patients dont les
monocytes se comportent différemment, aidant a délimiter des nouveaux sous-groupes de
patients diabétiques de type 2.

Dans notre population globale de sujets présentant un diabéte de type 2, le taux de monocytes
circulants totaux est associé aprés ajustement,

e Ausexe, avec un taux supérieur chez les hommes par rapport aux femmes. Ce résultat
est similaire a ceux de la population générale (68—70). Il semblerait par ailleurs que le
sexe entraine des différences dans I'activation des monocytes (184-185), ce que nous
voulons vérifier ultérieurement, dans le sous-groupe de patients de la cohorte
angiosafe 2 ayant bénéficié d’'un immunophénotypage.

e Alindice de masse corporelle. Les deux explications, non exclusives, de cette relation
sont I'augmentation du volume de distribution et la mise en place d’une inflammation
chronique de bas grade au cours de l'obésité (186). L'obésité modifie aussi la
répartition des différents sous types de monocytes, en augmentant les intermédiaires
et non classiques (186).
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e Au tabagisme qu’il soit actif ou sevré. Ces relations sont connues, tout comme le
phénotype plus inflammatoire des monocytes chez les fumeurs (187-190). Ces
modifications pourraient d’ailleurs participer au sur-risque cardiovasculaire constaté
chez les fumeurs.

e Alacréatininémie. L’élévation de la créatininémie témoigne d’une diminution du débit
de filtration glomérulaire. Cette diminution entraine I'accumulation de toxines
urémiques et la diminution de I'excrétion de cytokines, responsables d’un état
inflammatoire chronique et de I'augmentation du taux de monocytes que nous avons
constaté (191-192).

A l'inverse nous n’avons pas retrouvé, aprés ajustement, de corrélation entre I'age et le
compte des monocytes circulants. Ce résultat est cohérent avec la littérature (70-72). En
revanche, ces monocytes sont, d’aprés la littérature, plus activés (103 ;193)

Les déterminants connus du taux de monocytes dans la population générale sont donc bien
retrouvés dans notre population de diabétiques de type 2.

Afin d’étudier la relation entre I'hyperglycémie chronique et les monocytes (compte et
répartition des sous-types), il est donc important d’apparier les patients hyperglycémiques ou
non sur leur sexe, leur age, leur IMC, leur statut tabagique et leur fonction rénale. Ou au moins
d’ajuster les analyses d’associations sur ces variables. Le chapitre 2 traite de cette
problématique.

Afin de tester I’'hypothése de I'existence de plusieurs grands profils monocytaires types parmi
les patients diabétiques de type 2, définissant plusieurs sous-groupes ayant des
physiopathologies et/ou des risques de complications différents, une analyse intégrative bio-
informatique de toutes nos données est en cours de réalisation.

Sur le plan du risque cardiovasculaire, notre description des résultats du score calcique
coronaire dans une population de patients diabétiques de type 2 non sélectionnés, montre les
corrélations attendues entre risque d’événement cardiovasculaire et genre, age, tabagisme et
traitement par statines (194)

De méme la corrélation positive entre le taux de monocytes et I'athérosclérose, évaluée par
le score calcique coronaire, est compatible avec la physiopathologie de I'athérosclérose vue
précédemment, et avec la littérature (195-196).

Cette cohorte semble donc étre valide pour étudier les associations entre les différents sous-
types de monocytes et le risque cardiovasculaire.

Le principal résultat de cette étude d’association est la corrélation positive entre le
pourcentage de monocytes classiques parmi les cellules CD45+ et le score calcique coronaire.

Il n"existe pas d’autres données dans la littérature concernant le role des sous types de
monocytes dans I'estimation du risque cardiovasculaire via la réalisation d’un score calcique
coronaire, a fortiori dans une population de patients diabétiques de type 2.
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Néanmoins plusieurs paralleles peuvent étre réalisés

- Avec d’autres moyens d’évaluer le risque d’événement cardiovasculaire. Les deux plus
fréquents étant la mesure de I'épaisseur intima-media des carotides, en échographie-
doppler, et la comparaison entre sujets en prévention primaire et sujets ayant déja
présenté un événement cardiovasculaire (Infarctus du myocarde, Accident Vasculaire
Cérébrale ou Ischémie aigue de jambe).

- Avec d’autres populations ayant une pathologie chronique telle que I'infection a VIH, le
lupus, I'IRC terminale nécessitant une prise en charge en dialyse, ou méme avec la
population générale.

Si théoriquement les monocytes CD16+, considérés comme plus inflammatoires, devraient
jouer un plus grand réle dans la progression de I'athérosclérose que les CD16-, considérés
comme promouvant la résolution de I'agression, les connaissances recueillies a ce jour sont
plus mitigées.

Dans la population générale, Williams et al ; ont montré une augmentation du pourcentage
de Ml chez les patients athérosclérotiques (Athérome carotidien ou Artériopathie Oblitérante
des Membres Inférieurs (AOMI)) par rapport aux sujets sains (197). De méme, Schlitt et al. ont
montré une association entre I'existence d’une coronaropathie et le pourcentage de
monocytes CD16+ (198). Chelombitko et al. ont eux retrouvé un taux de Ml deux fois plus
importants chez les patients ayant une athérosclérose prouvée par rapport aux controles
(199). Enfin, toujours dans la population générale, Rogacev et al. montre une corrélation
significative et positive entre I'épaisseur intima-media carotidienne et le compte de
monocytes CD16+ (200) ; il est toutefois important de préciser que ces associations ne sont
plus significatives apres ajustement pour I'age et I'|MC.

Dans des populations avec maladies rénales chroniques (patients insuffisants rénaux
chroniques ou patients en dialyse), Rogacev et al. et Heine et al. montrent que les patients
subissant un événement cardiovasculaire avaient des plus hauts taux de Ml au début du suivi
gue les patients restant indemnes d’événement a la fin du suivi (201- 202). Ulrich et al. sont
moins catégoriques puisqu’ils trouvent chez des patients allogreffés rénaux une association
entre IMT et MNC (et pas IM), et chez des patients en dialyse une association entre 'l MT et a
la fois les CM et les IM, mais pas les MNC.

A l'inverse, Berg et al. ont trouvé, dans leur cohorte de 700 patients issus de la population
générale, une association entre la survenue d’un événement cardiovasculaire et un taux élevé
de monocytes classiques au début du suivi (203).

Devant ces disparités, il reste difficile de conclure sur la répartition monocytaire associée a la
progression de I'athérosclérose chez les patients diabétiques. Les populations, les méthodes
d’évaluation de I'athérosclérose, les protocoles de détermination des sous-types de
monocytes et les ajustements statistiques cliniques et biologiques doivent étre uniformisés.

Il faut néanmoins garder en téte que ces sous-types de monocytes forment un continuum,
gu’ils ont des fonctions opposées mais complémentaires, et qu’ils sont donc probablement
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tous impliqués dans la progression de I'athérosclérose, mais avec un role et un poids qui
restent a déterminer.
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Chapitre 2 : Etude des monocytes dans le modele du

diabéte post-gestationnel — Etude Epitherapie
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1. Introduction

Nous avons fait I’"hypothése qu’il existait des modifications progressives des monocytes
circulants au cours de la progression de la pathogénése de certains sous-types de diabétes
non auto-immuns. Parmi ces sous-types, nous avons sélectionné les diabétes survenant
aprés un diabéte gestationnel, caractérisés par I'age jeune de survenue et le surpoids
associé.

Pour tester cette hypothese, nous avons comparé le phénotype des monocytes circulants de
trois groupes de patientes (normo glycémiques, prédiabétiques et diabétiques) via un
immuno-phénotypage en cytométrie en flux, et sur les mécanismes moléculaires sous-jacent
via une double approche transcriptomique et épigénomique. Devant le role des Acides Gras
Libres dans la polarisation des cellules mononucléées, et celui des céramides dans
I'installation d’une insulinorésistance périphérique, une analyse comparative de la présence
de ces trois classes lipidiques au sein des trois groupes de patients a aussi été réalisée.

2. Objectif
L’objectif principal était de caractériser les modifications monocytaires au cours de la
progression du diabete, en terme
- De répartition des 3 sous types de monocytes
- De transcription génique

L’objectif secondaire était d’étudier le role des lipides sériques dans ces modifications de
répartition et de transcription des monocytes.

3. Méthodes
A. Recrutement des sujets

Devant la difficulté de débuter une étude longitudinale nous avons réalisé une étude
transversale, Epithérapie, comparant les monocytes de patients normoglycémiques, de
patients pré-diabétiques et de patients diabétiques.

Afin de limiter les biais liés au sexe ou a I’age dans notre comparaison, et pour maximiser
nos chances de trouver des patients dans les trois groupes, nous avons choisis de nous
focaliser sur des patientes en post-partum d’un diabéte gestationnel. Ce sont toutes des
femmes, elles ont un age compris entre 20 et 40 ans, et la réalisation d’'une HGPO 75g
s’inscrit dans les recommandations de prise en charge de ces femmes. C'est par ailleurs un
modele de diabete associé a une insulinorésistance majeure, dans lequel I'inflammation et
les monocytes pourraient donc avoir un réle a jouer.

Pour rappel, ’'HGPO 75g consiste en un dosage de la glycémie veineuse a jeun, suivi de
I'absorption orale de 75g de glucose, puis d’'un dosage de la glycémie veineuse a 1h puis 2h
post ingestion de glucose. Une glycémie veineuse a 2h inférieure a 140mg/d| est normale,
entre 140 et 200mg/dl on parle de pré-diabéte, et au-dela de 200mg/dl de diabéte. Par
ailleurs elles ont toutes bénéficié du dosage de I’'HbAlc, qui est un reflet de la glycémie des 3
derniers mois. Cela a permis de classer les neuf femmes pour lesquelles il n’avait pas été
possible d’obtenir de résultat d’"HGPO. Une HbAlc inférieure a 5.7% est normale, entre 5.7%
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et 6.4 la patiente est classée pré-diabétique, et une HbAlc a 6.5% ou plus signe un diabéte.
Les facteurs d’exclusion étaient un traitement antidiabétique déja débuté, un diabéte de
type 1, un antécédent de maladie inflammatoire chronique et une prise de corticoides ou
d’autres traitements immuno-modulateurs.

Le recrutement des patientes s’est fait selon deux méthodes complémentaires :

- Une recherche rétrospective, dans la base de donnée du service de diabétologie de
I’"hopital Lariboisiére, des patientes y ayant été suivies pour un diabéte gestationnel
et ayant déja accouché. J'ai proposé par téléphone a ces femmes une consultation
diabétologique ainsi que la réalisation d’'une HGPO 75g afin de déterminer leurs
statuts métaboliques.

- Une recherche prospective, en me programmant systématiquement en consultation
post-partum (3 mois) les femmes suivies dans le service pour un diabéte gestationnel
insulinotraité. Une ordonnance d’"HGPO 75g avait été remise et une sensibilisation a
I'’étude avait été réalisée avant I'accouchement par les professionnels de santé
(médecins ou infirmieres d’éducation) ayant suivis la patiente durant sa grossesse.

Diabéte gestationnel

Accouchement

>3 mois post-partum

HGPO 75g et HbAlc

T120" (mg/dl)  |<140 2200
& ou
HbAlc (%) <57 265

Diabate d
Normale Prédiabete labete de
Type 2

A

~* Critéres d’exclusion
Prise en charge
Médicale adaptée

'

Prélévements
Sanguins

N

\mmunophenotypage Immunosélection Lipidomique
En cytométrie en flux D14+ (plasma)

Analyse Analyse
transcriptomique épigénétique
(RNAseq) (ATACseq)
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La consultation consistait en

- La vérification de I'absence de contre-indication a I'étude.

- La mesure du poids, de la taille et de la pression artérielle.

- Lerecueil des données obstétricales

- La détermination du statut glycémique grace a ’'HGPO ou a I’'HbAlc

- Lexplication du protocole de recherche a la patiente

- Encas d’accord, la signature d’un consentement écrit (Annexe 1) validé par un CPP
(Comité de Protection des Personnes) et la CNIL.

- Le prélevement de 4 tubes EDTA, qui seront envoyé a I'INSERM, pour réalisation des
protocoles d'immuno-sélection et d'immuno-phénotypage précédemment décrits.

- L'organisation de la prise en charge ultérieure adéquate (mesures hygiéno-
diététiques seules ou associées a un traitement anti-diabétique).

L’ensemble de ces étapes est résumé dans la figure 7

B. Immunophénotypage en cytométrie en flux

a) Protocole
Toutes les patientes ont bénéficié du méme protocole d’'immunophénotypage, décrit dans le
chapitre 1.

b) Analyses statistiques
Les analyses statistiques des données d’'immunophénotypage ont été réalisées sur le logiciel
GraphPad Prism V8 ©.
Des analyses de variance (ANOVA) ont été réalisées dans I’hypothése d’une différence de
répartition entre les trois groupes. Le seuil de significativité retenu était p<0.05).

C. Analyse biomoléculaire
La deuxiéme partie de ce projet était d’isoler par immunosélection CD14+ les monocytes de
ces trois groupes de patientes pour y étudier d’une part les différences de transcriptomes
par RNAsequencing et d’autre part 'accessibilité de la chromatine par ATACseq.
La méthode d’immunosélection est explicitée en détails en ANNEXE dans le chapitre
Isolation and Analysis of Human Monocytes and Adipose Tissue Macrophages.

Une fois les monocytes immunoséléctionnés, I'analyse transcriptomique nécessite
I’extraction de I’ARN cellulaire, que nous avons réalisé en suivant le protocole des kit
QIAGEN® RNAmini plus.

La quantité d’ARN extrait est ensuite mesurée via le systeme QUBIT ; pour réaliser un
séquencage ARN, la plateforme de séquencage exige, au vue de son protocole, au minimum
50ng d’ARN.

La qualité de I’ARN extrait est évaluée par le systeme BioAnalyzer ®, un index d’intégrité de
I’ARN supérieur ou égal a 7/10 est demandé par la plateforme de séquencage pour obtenir
des résultats fiables.
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D. Analyse Lipidomique

a) Méthodes d’extraction et de quantification des lipides

Le plasma sanguin a été envoyé a I'’équipe INSERM UMRS 1136 dirigé par le Dr Le Goff, qui a
réalisée I'extraction des lipides selon une méthode Bligh et Dyer modifiée, leur
guantification par spectrométrie de masse, et enfin I'analyse des données obtenues.

i.  Extraction
Les lipides ont été extraits du plasma selon une méthode modifiée de Bligh et Dyer :

- Les plasmas (10pl) ont été complétés par une solution étalon interne

- Les Lipides ont été extraits avec 2,1ml méthanol/CHCI3 (2:1 v/v), en présence de
I'antioxydant BHT et de 550ul HCI 0,01N

- La séparation des phases a été déclenchée par I'ajout de 700ul de CHCI3 et de 700ul d'eau

- Les lipides extraits ont été séchés puis remis en suspension dans 40ul de solvant LC/MS

- Un plasma témoin a été extrait en paralléle et injecté tous les 10 échantillons pour corriger
la dérive du signal

ii.  Analyse LC-MS/MS des phospholipides et sphingolipides

- Les lipides ont été quantifiés par LC-ESI/MS/MS a l'aide d'un UFLC Prominence et d'un
spectrometre de masse QTrap 4000

- L'échantillon (4ul) a été injecté dans une colonne Kinetex HILIC 2,6um 2,1x150mm. Les
phases mobiles étaient constituées d'eau et d'acétonitrile contenant de ['acétate
d'ammonium et de |'acide acétique.

- Les especes lipidiques ont été détectées a l'aide de la surveillance programmée des
réactions multiples (sMRM) en mode ions positifs reflétant le groupe de téte fragmentation
de chaque classe lipidique.

b) Analyses bio informatiques des résultats

Une premiére analyse a été réalisée, étudiant chaque espéce lipidique individuellement, puis
une deuxiéeme analyse a été réalisé apres regroupement des especes lipidiques en modules
en appliguant une méthode habituellement utilisée pour les analyses transcriptomiques : la
Weighted Correlation Network Analysis (WGCNA).

i. Analyse totale

- Un script R développé par I'équipe du Dr Le Goff a été utilisé pour corriger la contribution
isotopique sur les signaux MRM des injections HILIC.

- Les caractéristiques avec plus de 80 % de valeurs manquantes ont été supprimées, les
valeurs manquantes des caractéristiques restantes ont été imputées a l'aide d’'une approche
KNN sur le logiciel open source MetaboAnalyst.

- Les caractéristiques lipidiques dont les variabilités dépassaient 30% dans le pool QC ont été
supprimées.

- Les données brutes ont été exprimées en nmol/ul comme concentration plasmatique.

Une analyse de variance (ANOVA) a été réalisée pour tous les groupes afin de trouver des
caractéristiques séparant les trois groupes. Dans toutes ces analyses, une caractéristique est
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considérée comme significative lorsque la p-value est inférieure a 0,05 aprés la correction
Benjamini—-Hochberg FDR.

- L'analyse s’est concentrée sur les glycérophospholipides et les sphingolipides, car ce sont
les deux familles lipidiques les plus connues pour étre impliquées dans I'insulinorésistance et
la pathogéneése du diabéte.

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel Multi Experiment
Viewer (MeV) version 4.9 (https://sourceforge.net/projects/mevtm4/)

ii. Analyse WGCNA

La premiere étape de cette WGCNA, appliquée au lipidome des patientes issues de la
cohorte Epithérapie, a été la normalisation des données via une transformation normale
inverse basée sur le rang.

Puis le logiciel a étudié les relations entre les concentrations de chaque espéce lipidique de
chaque patiente, afin de construire des modules de lipides corrélés entre eux. Cette étape a
donnée naissance a 6 modules lipidiques, que nous désignerons selon 6 couleurs (bleu,
turquoise, vert, marron, jaune et gris). La composition en lipides de chagque module est
détaillée en annexe.

Pour chaque module lipidique, il a ensuite été testé I'association avec

- Des variables cliniques: Age, poids, IMC, Pression artérielle Systolique, Pression
Artérielle Diastolique.

- Des variables biologiques : HbAlc, pourcentage de Monocytes et des différents sous
types monocytaires issues de I'immunophénotypage de la partie a)

- Les différents états de tolérance glucidique.

L'ensemble des lipides quantifiés a été considéré dans cette analyse, et non uniquement les
glycérophospholipides et les sphingolipides comme dans la premiére analyse.
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4. Résultats

A ce jour 88 femmes ont été recrutées, parmi lesquelles 47 non diabétiques, 23 pré-
diabétiques, 17 diabétiques de type 2. Pour une patiente, il n’a été possible d’avoir ni HGPO
ni HbAlc, elle a donc été exclue de I'analyse.

Les caractéristiques cliniques et biologiques de ces femmes sont résumées dans le tableau
12

Les femmes des trois groupes ainsi constitués ne sont pas différentes en termes d’age,
d’IMC, de Pression Artérielle systolique ou de poids de naissance du bébé (non ajustés au
terme). Par ailleurs aucune d’elles ne fumait ou n’avait de traitement antidiabétique, anti
hypertenseur ou antiagrégant au moment du prélevement et depuis au moins 1 an (en
dehors de I'insuline durant la grossesse).

Comme attendu, il y avait une plus grande proportion de femmes insulinotraitées pendant la
grossesse dans le groupe diabétique de type 2 en post-partum que dans les autres groupes.

Le délai moyen entre I'accouchement et la consultation était de 365 jours (+/-218) avec un
délai minimal de 100 jours et maximale de 1630 jours.

Normal Pre-Diabéte Diabete type 2 P
n=47 n=23 n=17
age (années) 34,9 +5,2 33,2 +8,4 35,3 +5,9 0,62
IMC (kg/m?) 29,9 +5,3 29,8 +38,3 344 +5,7 0,28
PA Systolique (mmHg) | 115  +13,7 | 120,9 +18,3 | 1235 +18,2 0,26
Poids de naissance (g) | 3349 +332 3264 + 256 3454 +572 0,44
DG Insulinotraité (%) | 50% 64% 100% 0,0004
HbAlc (%) 5,37 +1,4 589 + 1,76 7,38 +1,14 <0,0001
TO' (g/1) 0,97 +0,24 1,04 10,26 1,43 10,33 <0,0001
T60' (g/1) 1,21 +0,3 1,77 +0,48 2,77 +0,6 | <0,0001
T120' (g/1) 1 +0,19 1,36 0,35 2,51 0,63 <0,0001
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A. Immunophénotypage
a) Analyses statistiques de la répartition de chaque population immunitaire

Les analyses de I'immunophénotypage montrent d’abord que le pourcentage de monocytes
circulants parmi les cellules CD45+ ne varie pas significativement entre patients normo-
glycémiques, prédiabétiques et diabétiques (p=0,37) (Figure 8A).

Il existe une modification progressive du profil de répartition des monocytes circulants au
cours de la pathogénese du diabéte, puisque le pourcentage, parmi les monocytes totaux, de
monocytes classiques augmente progressivement entre les patients normo-glycémiques, pré
diabétiques et diabétiques (p =0,0233) (Figure 8B).

A l'inverse les pourcentages, parmi les monocytes totaux, de monocytes intermédiaires
(Figure 8C) et de monocytes non classiques (Figure 8D) ne sont pas significativement
différents entre les patients normaux, pré diabétiques et diabétiques (p respectivement
égaux a 0,056 et 0,11).

Comme décrit dans la littérature, et quel que soit le groupe de tolérance au glucose, les
monocytes classiques étaient le sous-groupe de monocytes principal, suivi des monocytes
intermédiaires et enfin des non classiques. L'observation de |'évolution de la répartition des
3 sous-types en fonction du groupe de tolérance au glucose nous montre qu’il existe une
augmentation progressive de la part des monocytes classiques, au dépend des monocytes
intermédiaires et des monocytes non-classiques. Il est a noter que la somme des
pourcentages des trois sous-types de monocytes n’était pas égale a 100%, une explication
potentielle était la présence de monocytes immatures. (Figure 8E)

Une analyse complémentaire des autres cellules immunitaires circulantes a été réalisée a
partir des mémes échantillons. Il n’a pas été mis en évidence de modification du
pourcentage de lymphocytes T (p=0,21), de lymphocytes B (p=0,265), et des Natural Killer
(p=0,99) (Figure 8 F, G et H) parmi les cellules CD45+.
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Figure 8 : Analyse de la répartition des différentes populations immunitaires en fonction du statut glycémique.
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b) Analyse statistique aprés clusterisation de la répartition des sous-types de
monocytes

Nous avons vu dans I'analyse des données FACS des différents sous-types de monocytes que
la répartition de ces trois populations évoluait au cours de la progression vers le diabéte.
Afin de connaitre I'importance de ces différences de répartition, Marc Diedisheim a réalisé la
clusterisation aprés transformation centro-réduite de la répartition des sous-types
monocytaires.

Aprés analyses des données, il a été décidé de séparer 3 clusters (Figure 9A — Tableau 13)

- Le cluster 1 correspond a la répartition monocytaire de 41 patientes, 27 normo
glycémiques (65.9%), 11 pré diabétiques (26.8%) et 3 diabétiques (7.3%).

- Le cluster 2 comprends les données monocytaires de 9 patientes, dont la répartition
entre les différents groupes de tolérance au glucose est comparable au cluster 1
(66,7% de normo glycémiques, 22,2% de pré diabétiques et 11,1% de diabétiques de
type 2). Sur le plan monocytaire, les patientes du cluster 2 ont plus de monocytes
intermédiaires et non classiques que celles du cluster 1 (Figure 9B).

- Le cluster 3 est composé de 13 patientes, avec un plus fort pourcentage de patientes
diabétiques que dans les 2 autres clusters (33% de patientes diabétiques). L'HbAlc et
la glycémie a jeun moyennes de ce groupe sont supérieures a celles des autres
groupes (p=0.017 et p=0.035 respectivement). Elles sont caractérisées par une
augmentation des monocytes classiques par rapport aux clusters 1 et 2. (Figure 9B)
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Figure 9 : (A) Représentation des 3 clusters de répartition des sous-types de monocytes ; (B) HeatMap représentant le
poids relatif de chaque sous-types de monocytes dans chacun des 3 clusters.

1 (N=41) 2 (N=9) 3 (N=13) Total (N=63) p value
HbAlc (%) 5.55 (5.4, 5.8) 550 (5.25, 5.95) 6.35 (5.75, 6.60) 5.6 (5.4, 6.1) 0.017
HGPO (g/l)
TO 0.98 (0.94, 1.05) 0.99 (0.98, 1.06) 1.1(1.06, 1.16) 1.01(0.97, 1.11) 0.035
T30 1.66 (1.33,1.87) 1.63(1.39, 2) 1.93(1.69, 2.63) 1.73(1.39, 1.99) 0.509
T60 1.33(1.17, 1.68) 1.58 (1.29, 1.87) 1.59 (1.1, 2.07) 1.33(1.15, 1.87) 0.885
T120 1.13(0.91, 1.3) 1.17 (1.10, 1.51) 1.16 (1.03, 1.48) 1.14 (0.97, 1.48) 0.483
Statut.glycemique 0.143
Normal 27 (65.9%) 6 (66.7%) 4 (33.3%) 37 (59.7%)
PreDiabete 11 (26.8%) 2 (22.2%) 4(33.3%) 17 (27.4%)
DT2 3(7.3%) 1(11.1%) 4 (33.3%) 8 (12.9%)
Age (ans) 35.5 (30, 38) 36 (33, 40) 34 (31, 38) 35.5 (31.25, 38.75) 0.672
Poids (kg) 79 (72.8, 90) 65 (64, 80) 84.5 (77.75, 91.25) 79.5 (70.75, 89.25) 0.120
IMC (kg/m?) 30.8 (26.75, 34.05) 25.6(21.88, 28.85) 31.6 (30.7, 32) 30.55 (26.65, 33.75) 0.163
PA.Systolique (mmHg) 115 (108, 124) 104 (98, 117) 118 (105.5, 121) 114 (104.5, 122.5) 0.163
PA.Diastolique (mmHg) 70 (64.5, 78) 67 (63, 75) 58 (55, 77.5) 70 (61.5, 78) 0.490

Tableau 13 : Caractéristiques cliniques et biologiques des 3 clusters de répartition des 3 sous-types de monocytes
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B. Biologie Moléculaire
a) Transcriptomique

Pour les quarante-quatre premiéres patientes inclues, un trop faible nombre de cellules
CD14+ immuno-sélectionnées a compromis la qualité des ARN, ne permettant pas un
séquencage satisfaisant. Apres amélioration du protocole, nous avons obtenu des quantités
et des index d’intégrité de I’ARN satisfaisant.

A ce jour, nous disposons d’ARN exploitables pour 18 patientes normoglycémiques, 18
patientes prédiabétiques et seulement 8 diabétiques de type 2 (Figure 10). La décision a été
prise de poursuivre le recrutement afin d’augmenter le nombre de patientes diabétiques.
Afin d’éviter tout biais relatif a la réalisation de séquencages multiples, tous les échantillons
seront envoyés a séquencer en méme temps.

Les analyses bio-informatiques des données brutes de séquencage seront faites par les bio-
informaticiens de I’équipe les Dr Claire Vandiedonck (PhD) et Marc Diedisheim (MD PhD).
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b) Epigénétique
Il est bien connu que la transcription des génes nécessite que la machinerie moléculaire
puisse accéder aux régions amplificatrices, initiatrices et codantes de I’ADN. L'un des
mécanismes de régulation de cette accessibilité est le degré de condensation de la

chromatine. Cette condensation peut facilement étre évaluée via la technique de
cartographie des sites d’accessibilité de la chromatine (ATACseq).

66



L’ARN des monocytes de 28 patientes (14 normo glycémiques, 10 prédiabétiques et 2
diabétiques de type 2) a déja été préparé puis envoyé a séquencer par Elena Carcarino
(PhD), le séquencage a été réalisé a l'institut Karolinska, et Claire Vandiedonck (PhD) a
débuté I'analyse des données. Il faut néanmoins encore augmenter le nombre d’échantillons
analysés, principalement dans le groupe DT2, avant de pouvoir fournir des résultats.

C. Lipidomique

La troisieme et derniére partie de ce projet était de réaliser I'analyse lipidomique
comparative des patientes normoglycémiques, prédiabétiques et diabétiques de type 2.
(Figure?)

Le rationnel de cette analyse tient au fait que, comme présenté dans l'introduction, les
lipides jouent un réle dans la polarisation des monocytes, et que des changements de
lipidomes dans les trois différentes conditions pourraient étre corrélés avec I'activation ou la
répression de voies intracellulaires constatées en analyse biomoléculaire.

L’analyse initiale a porté sur le plasma de 68 femmes, dont 41 normo glycémiques, 17
prédiabétiques et 10 diabétiques de type 2 (Figure 11).
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a) Analyse totale

L'analyse en composantes principales du lipidome de ces femmes ne montre pas de
clusterisation franche des trois groupes représentés. (Figure 12A).

L'ANOVA réalisée retrouve dix espéces lipidiques dont les concentrations varient
significativement entre les 3 groupes étudiés (Figure 12B). Il s’agit de trois
phosphatidyléthanolamines  (PE), de trois phosphatidylglycérols (PG), d’une
phosphatidylcholine (PC), d’'une sphingomyéline (SM) et de deux céramides (Cer).

La transition de la normo-glycémie vers le pré diabéte est marquée par des modifications de
concentrations de 5 espéces lipidiques. Il existe ainsi une augmentation de deux classes de
céramides (d18:2-20:0 et d18:2-20:1) chez les patientes prédiabétiques, associée a une
diminution de 3 glycérophospholipides (PC (36 :0), PE (38:4) et PG(36 :2).

La transition du pré diabéte vers le diabéte est caractérisée ici par la diminution en un PE
(16:0p/20:1) et un di-hydrocéramide (d18 :2-14:0). A l'inverse, cinq PE (40:6; 34:2; 38:3;
36:4; 38:4), deux PG (34:1; 36:2) et un di-hydrocéramide (d18:0-24:1) sont associés
positivement a la présence du diabete.
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Figure 12 : A. Analyse en composantes principales du lipidome totale des 68 patientes issues de la cohorte Epithérapie ;
B. HeatMap des dix espeéces lipidiques différentiellement enrichies (ANOVA) entre les 3 groupes de tolérance glucidique
des 68 patientes issues de la cohorte Epithérapie ;
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Les analyses des familles lipidiques globales montrent une diminution globale des SM
(Figure 13C) et du ratio molaire PC/PE (Figure 13B) entre les normo glycémiques et les
diabétiques, une augmentation globale des PE entre les états pré diabétiques et diabétiques
(Figure 13A), et une diminution du ratio molaire entre les états pré-diabétiques et
diabétiques (Figure 13D).

L’ensemble des résultats de cette analyse totale est résumé dans la Figure 14.
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Figure 13: Analyse des différences de concentration de 4 familles lipidiques (A. PE ; B. PC/PE ; C. SM ; D. PG) entre la
normo glycémie et le diabéte de type 2, et entre le pré-diabéte et le diabéte de type 2 ; t-test FDR, * p<0.05 comparé a
normal, $p<0.05 comparé a pré-diabétique (preT2D).
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Figure 14 : résumé de I'analyse de I'enrichissement des Glycérophospholipides et des Sphingolipides entre les différents
stades de tolérance glucidique, sur ’'ensemble des 68 patients issues de la cohorte Epithérapie.
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2. Weighted Correlation Network Analysis (WGCNA)

Aucun module lipidique n’est associé a I'HbAlc et aux variables cliniques listées
précédemment. (Figure 15)

Le module vert était associé négativement avec le pourcentage de monocytes intermédiaires
(r=-0.28 ; p=0.02) déterminé par immunophénotypage. Le pourcentage de monocytes
intermédiaires n’était associé a aucun autre module, tout comme aucun autre pourcentage
de monocytes (totaux, classiques et non classiques) n’était associé a un des six modules
lipidiques. (Figure 15)

Le module gris était associé négativement au pré-diabéte (r=-0.28 ; p= 0.02). (Figure 15)

Enfin le module bleu était associé positivement a I'état diabétique par rapport au pré-
diabete (r=0.34; p=0.004). (Figure 15)

L'association entre le module bleu et I'état diabétique étant la plus forte et la plus
significative des associations identifiées, nous avons étudié la composition en lipides de ce
module, et le poids de chaque lipide du module dans cette association (Figure 16). Les PG
(36:2; 34:2; 36:1 et 34:1), les PE (36:2; 34:2; 38:4; 32:1; 36:4; 34:1) et le
palmitoylethanolamide (Pea) sont les espéces lipidiques expliquant le plus la relation
entre le module bleu et I'état diabétique.

Aucun de ces modules n’était associé a la fois a la répartition des monocytes et a un état de
tolérance glucidique. Nous n’avons donc pas pu identifier, par cette analyse spécifique,
d’ensemble(s) de lipides permettant d’expliquer les modifications monocytaires
(augmentation du pourcentage des monocytes classiques) constatées lors de la progression
de la normo glycémie vers I'état diabétique. Il serait intéressant par la suite de tester les
interactions entre le module vert et les modules bleus et gris.
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Figure 15: HeatMap représentant la corrélation entre chaque module d’espéces lipidiques et des données cliniques,
d’immuno-phénotypage, et de tolérance glucidique.
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5. Discussion

Dans notre population, les trois groupes étant comparables sur les plans du sexe, de I'age,
de I'IMC, du tabagisme et des traitements, les modifications immunitaires et lipidomiques
observées peuvent étre rattachées directement au statut glycémique.

La progression vers le diabete est associée a une modification de la répartition des
monocytes circulants, avec une augmentation de la part des monocytes classiques. Dans la
littérature, le diabéte est habituellement associé a une diminution des monocytes classiques
et a une augmentation des intermédiaires et non classiques (204-207). Plusieurs éléments
peuvent expliquer cette différence.

D’abord la méthodologie de I'immunophénotypage, puisque ['utilisation dans
certaines études de billes d’'immunosélection pourraient entrainer I'activation des
monocytes, contrairement a notre protocole sur sang total.

Ensuite, le modéle de diabéte gestationnel permet possiblement de ne sélectionner
gu’un seul sous-type de diabéte et donc d’avoir une population trés homogene,
contrairement aux précédentes études qui mélangeaient tous les diabétes non auto-
immuns. S'il existe plusieurs sous-type de diabétes non auto-immuns, ils pourraient
avoir des signatures inflammatoires et monocytaires différentes.

De plus, I'absence de différence d’'IMC et d’age entre nos trois groupes est unique
dans la littérature, tout comme I'étude exclusive d’'une population féminine. Toutes
les études précédentes portaient sur des populations mixtes, avec des patients
diabétiques plus vieux et avec un IMC supérieur aux contréles. Dans ces études, les
modifications de répartition des monocytes pourraient étre influencé par I'un de ces
facteurs.

Le facteur ethnique pourrait aussi jouer un réle dans cette disparité, puisque la
population de notre cohorte est, a I'image de celle de notre hopital, hautement
cosmopolite. Néanmoins I'origine ethnique de chacune de nos patientes n’a pas été
collectée prospectivement, et nous n’avons donc pas la possibilité d’ajuster nos
résultats sur ce parametre.

Enfin, notre population controle est normo glycémique mais probablement déja
engagée dans la voie du diabete, comme en témoigne le diabéte gestationnel récent
et le risque trés élevé de diabéte a 10 ans. En conséquence, le recrutement d’une
population saine de femmes ayant accouchées récemment, n‘ayant eu ni diabete
gestationnel ni HGPO de dépistage (donc sans critere de risque de diabete
gestationnel), et ayant une HGPO post-partum normale est en cours. Cette
population nous permettra de confirmer ou non l'augmentation progressive du
pourcentage de MC au cours de la pathogénése du diabéte, indépendamment de
I'age, du poids et du sexe des sujets.

Dans notre cohorte, la progression vers le diabéete était aussi associée a des modifications
lipidomiques.

Ainsi les patientes diabétiques présentaient une plus forte concentration en PE que
les patientes pré-diabétiques, ce qui est concordant avec les résultats de I'étude
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PREDIMED dans laquelle les patients devenant diabétiques au cours du suivi avaient
des concentrations en PE supérieures au départ de I'étude a ceux restant non
diabétiques (208). Cette élévation est aussi retrouvée chez des patientes obéses non
diabétiques présentant une NASH (209) ; il serait intéressant d’explorer le foie de nos
patientes afin de déterminer si nos patientes diabétiques présentent plus de stéatose
ou de stéato-hépatite que les pré-diabétiques ou normo glycémiques. L'analyse
WGCNA a par ailleurs identifié PE (36-2) comme un des lipides les plus associés a la
transition du pré-diabéte vers le diabéte ; cette espece lipidique faisait partie des
trois especes lipidiques (comprenant aussi PS (38-4) que nous retrouvons aussi dans
la figure 16, et CE (20:4) qui n’a pas été quantifié ici) dont les concentrations
sériques, chez des femmes venant d’accoucher aprés un diabete gestationnel, étaient
des facteurs de risque de développer un diabéte dans les 10 ans (210).

En lien avec cette augmentation des PE, le ratio PC/PE est diminué chez nos patientes
diabétiques par rapport a nos patientes normo-glycémiques ou pré-diabétiques.
Comme exposé dans la revue de la littérature de J van der Veen (211),
I’'augmentation et la diminution de ce ratio sont associées a des modifications du
métabolisme énergétique dans les différents tissus. Ainsi, au niveau mitochondrial,
cette variation pourrait entrainer une dysfonction de la chaine respiratoire, elle-
méme impliquée dans la pathogénése du syndrome métabolique et du diabéete (212-
213). Au niveau musculaire, I’élévation du ratio PC/PE est associée a une diminution
de l'insulino-sensibilité (214). Enfin, comme pour les PE, le rapport PC/PE est aussi
associé aux hépatopathies stéatosiques non-alcooliques (215).

A l'inverse, les patientes diabétiques avaient, par rapport aux patientes normo-
glycémiques, une sous-représentation des SM dans leur lipidome. Cette relation
inverse concorde avec les données de I’étude PREDIMED citées plus haut (208), mais
aussi de I'étude de Sui et al. (216) qui en comparant les lipidomes de 245 patients
normo glycémiques, pré diabétiques ou diabétiques retrouve cette diminution
progressive des SM entre les trois stades de tolérance glucidique. De maniere
comparable, I'analyse de la concentration sérique en SM de patients diabétiques et
non diabétiques obéses avant la réalisation d’'un ByPass gastrique montrait un plus
faible taux chez les diabétiques. Deux ans apres la chirurgie, les concentrations en SM
n’étaient plus différentes (indépendamment de la rémission du diabéte), mais de
maniere inattendue cela était di a la diminution de la concentration en SM du
groupe non diabétique, alors que le groupe diabétique ne voyait pas son taux
augmenter. (217)

Nous avons aussi constaté une augmentation des PG chez les patientes diabétiques.
Les PG sont habituellement connus pour leurs roles de précurseurs dans la synthése
de cardiolipine, un phospholipide essentiel pour le bon fonctionnement
mitochondrial (218—-221). De plus les PG auraient la capacité de bloquer I’activation
des voies TLR2 et TLR4 dans les macrophages (222). Les PG semblent donc plutot
bénéfiques, puisqu’anti-inflammatoires et nécessaires pour un bon fonctionnement
métabolique. Leur augmentation chez nos patientes diabétiques ne semble donc pas
impliquée dans la pathogénese de ces diabétes.
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e Enfin, le plasma des patientes diabétiques est enrichi en di-hydrocéramides (18:0-
24:1) par rapport a celui des patientes pré-diabétiques ; ce résultat est concordant
avec celui de Wigger et al. (223) qui a montré que ce céramide était associé au risque
de développer un diabéte de type 2 apres 9 ans de suivi.

Un seul module lipidique identifié lors de I'analyse WGCNA a montré une association avec
les résultats de I'immunophénotypage des monocytes. Il s’agit du module vert qui est
associé positivement au taux de monocytes classiques et négativement au taux de
monocytes intermédiaires. Ce module comprend principalement des PEp et des LPE.

e Les plasmalogénes sont des lipides connus pour leurs fonctions anti-oxydantes (224—
225). lls sont retrouvés diminués dans le sérum des patients avec NASH,
cardiopathies ischémiques ou maladie d’Alzheimer (226—228). lls sont aussi diminués
dans le serum des sujets agés, méme sans comorbidité (229). Il n’existe pas de
données concernant la relation entre la concentration plasmatique en PEp et
I'activation des monocytes ou le risque de diabéte.

Aucun module n’a en revanche été identifié comme associé a la fois au profil monocytaire et
au statut glycémique.

En conclusion, nous avons mis en évidence des modifications de répartition des monocytes
au cours de la progression vers le diabete, mais nous n’avons pas d’argument a ce stade
pour valider I'hypothése que des variations de lipidomes soient impliquées dans ces
modifications. Les données transcriptomiques et épigénomiques a venir devraient apporter
des réponses sur les déterminants de ces modifications.
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Chapitre 3 : Etude de l'influence de l'inflammation
dans les formes séveres d’infection a COVID-19
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Depuis Décembre 2019, un nouveau virus appartenant a la famille des Coronaviridae est
responsable d’'une pandémie mondiale. Il a été nommé « coronavirus-2 du syndrome
respiratoire aigu sévere » (SARS-CoV-2). La maladie respiratoire causée par SARS-CoV-2 a
été appelée par 'OMS « COVID-19 ». La grande majorité des patients atteints du COVID-19
ont un bon pronostic, mais certains malades ont di étre hospitalisés en soins critiques et
une partie est méme décédée (230). Le virus étant hautement contagieux, ce faible
pourcentage de cas graves représente en réalité des nombres d’hospitalisations et de déces
liés au SARS-CoV2 importants. La cause de cette morbi-mortalité était une pneumopathie
hypoxémiante rapidement progressive, dont la compréhension de la physiopathologie reste
encore incompléete. Les nombreuses études publiées sur le sujet pointent le réle d’atteintes
vasculaires, de thromboses et d’'une inflammation excessive et dérégulée.

En effet, une fois que le virus a pénétré les cellules épithéliales alvéolaires de type 2 via le
récepteur hote ACE-2 et commence a se répliquer, les pneumocytes chargés de virus vont
libérer de nombreuses cytokines et marqueurs inflammatoires différents tels que les
interleukines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-120 et IL-12), le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-at), I'lIFN -
A et IFN-B, CXCL-10, la protéine chimiotactique des monocytes-1 (MCP-1) et la protéine
inflammatoire des macrophages-1a (MIP-1a). Ces cytokines vont entrainer le recrutement
de macrophages et de monocytes qui d’une part vont phagocyter les débris cellulaires et les
cellules apoptotiques localement, et d’autre part, vont a leur tour libérer des cytokines puis
activer les cellules de 'immunité adaptative, comme les lymphocytes B et T (231-232)

Dans la plupart des cas, ce processus est capable de résoudre l'infection, entrainant une
diminution de la réponse immunitaire et le rétablissement du patient. Cependant, dans
certains cas, une réponse immunitaire dysfonctionnelle se produit, entrainant un orage
cytokinique responsable d’une hyper inflammation pulmonaire généralisée et d’une
désaturation clinique.

Dés le début de la pandémie de COVID-19, le diabéte de type 2 (DT2) est apparu comme un
facteur de risque de forme sévére et de mortalité (233). Le role de lI'inflammation et
notamment des monocytes dans la progression de ces deux pathologies, au sur-risque de
forme sévere de COVID-19 chez les patients diabétiques de type 2, a fait émerger
I’hypothese d’un lien entre les anomalies monocytaires chroniques des patients diabétiques
et leurs réponses altérées a I'infection par le SARS-CoV-2.

De plus, l'identification des groupes a risque de formes graves de COVID-19, sur la base des
signatures immuno-inflammatoires, serait précieuse pour individualiser la prise en charge et
développer des cibles potentielles pour une thérapie de précision.

Dans cette étude observationnelle, nous avons voulu caractériser la variation
immunophénotypique associée a la gravité du COVID-19 dans le DT2.
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Nous avons constitué une cohorte de patients hospitalisés a I’'h6pital Lariboisiere pour des
formes séveres de COVID-19, avec ou sans diabéte de type 2.

Ces patients ont bénéficié

- D’un immunophénotypage a large spectre, déja présenté dans les chapitres 1 et 2,
permettant de quantifier 16 populations de leucocytes circulants.
- De I'étude par qPCR de I'expression de génes de I'inflammation dans les PBMC.

Les résultats de cette recherche sont présentés dans I'étude ci-dessous.
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Early in the COVID-19 pandemic, type 2 diabetes (T2D) was marked
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terised immunophenotypic variation associated with COVID-19
severity in T2D. Broad-spectrum immunophenotyping quantified
15 leucocyte populations in peripheral circulation from a cohort of
45 hospitalised COVID-19 patients with and without T2D. Lympho-
cytopenia and specific loss of cytotoxic CD8* lymphocytes were
associated with severe COVID-19 and requirement for intensive
care in both non-diabetic and T2D patients. A morphological
anomaly of increased monocyte size and monocytopenia restricted
to classical CD14"" CD16~ monocytes was specifically associated
with severe COVID-19 in patients with T2D requiring intensive
care. Increased expression of inflammatory markers reminiscent of
the type 1 interferon pathway (IL6, IL8, CCL2, INFB1) underlaid the
immunophenotype associated with T2D. These immunophenotypic
and hyperinflammatory changes may contribute to increased
voracity of COVID-19 in T2D. These findings allow precise identifi-
cation of T2D patients with severe COVID-19 as well as provide
evidence that the type 1 interferon pathway may be an actionable
therapeutic target for future studies.
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Introduction

Coronavirus disease 19 (COVID-19), an infectious disease caused by
the severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV)-2,
was first identified in Wuhan, China, in December 2019. SARS-CoV-
2 induces strong systemic inflammation and acute injury of the lung
and potentially other organs (Merad & Martin, 2020). As of 30 June
2020, over 10 million cases have been reported worldwide, with an
estimated mortality of 5-6% (Dong et al, 2020). Early reports stated
that individuals with diabetes are at high risk of complications or
death from severe COVID-19 (Zhu et al, 2020). Later studies indi-
cated that factors such as age, obesity or hypertension, although
commonly associated with diabetes, independently increase risk
(Wu et al, 2020; Zhou et al, 2020). The complex aetiologies of these
conditions and of type 2 diabetes (T2D) make deciphering the mech-
anisms that increase severity of COVID-19 a complex task.

Recent reports have found important links between systemic
metabolism, glucose homeostasis and responses to COVID-19.
Notably, studies have shown that glycaemic variability strongly
influences outcome in COVID-19, where poorly controlled blood
glucose was associated with markedly higher mortality compared
to patients with well-controlled blood glucose (Zhu et al, 2020).
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Similarly, high glycosylated haemoglobin (HbAlc), a proxy of
glycaemic instability, has been associated with low oxygen satura-
tion, inflammation and hypercoagulability in patients with COVID-
19 (Wang et al, 2020b). More recently, mechanistic studies have
shown that the elevated glucose that sustains inflammatory metabo-
lism in immune cells directly promotes viral replication and cyto-
kine production in SARS-CoV-2 infection (Codo et al, 2020). Other
potential immune-mediated mechanisms increasing severity of
COVID-19 in patients with T2D include (i) higher affinity cellular
binding and efficient virus entry, (ii) decreased viral clearance and
(iii) altered immune responses leading to hyperinflammation and
aggravated cytokine storm syndrome.

Deregulation of the viral immune response in T2D is a plausible
hypothesis. Lymphopenia has been consistently reported as one of
the most frequent immune abnormalities in Chinese populations
suffering severe COVID-19 (Tan et al, 2020). Peripheral lymphocyte
counts are low, with a higher proportion of pro-inflammatory Th17
CD4"* T cells, as well as elevated cytokine levels. In addition to
altered T-cell dynamics, studies revealed altered monocyte pheno-
types in severe forms of COVID-19 (Zhang et al, 2020). The impor-
tant implication of the innate immune system in COVID-19 aetiology
is also evidenced by aberrant macrophage activation at the site of
infection and in peripheral tissues (Park, 2020).

Previous studies in T2D have highlighted abnormalities in mono-
cyte phenotypic transition states related to disease severity and
cardiovascular risk (Rogacev et al, 2012; Menart-Houtermans et al,
2014). Interactions between the heightened immunoinflammatory
states in T2D and in COVID-19 cases may well be at the root of
increased susceptibility of T2D patients to severe COVID-19. Deregu-
lation of T-cell or monocyte frequency and function may result in
unchecked innate and adaptive immune responses. Such responses
lead to the uncontrolled and sustained inflammation observed in
severe COVID-19 and at higher risk of mortality.

Herein, the immunophenotypic profile of diabetic and non-
diabetic COVID-19 patients revealed specific phenotypic and
morphological alteration of monocytes in T2D patients. Interest-
ingly, the type 1 interferon sensitive transcription factor, the inter-
feron regulatory factor (IRF)-5, is associated with altered monocyte
fate in T2D. Finally, we provide evidence that a loss of CD8" T cells
and classical monocytes concomitant to increased IRF5 expression
dictate severity of COVID-19 in T2D patients.

Results

Type 2 diabetes is associated with decreased monocyte
frequency and phenotypic alterations in COVID-19 patients

To characterise the influence of pre-existing diabetes in COVID-19
patients, we recruited a cohort of 45 COVID-19 patients from Lari-
boisiére Hospital’s University Centre for Diabetes and its Complica-
tions including 30 patients with T2D and 15 non-diabetic (ND)
patients. When comparing T2D to ND patients, we have no dif-
ferences in clinical or demographic criteria, with the exception of
increased HbAlc and hypertension in T2D relative to ND (Table 1).
HbAlc % was fourfold higher, and prevalence of hypertension was
1.3-fold higher in T2D with COVID-19 relative to ND patients with
COVID-19.
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Table 1. Characteristics of COVID-19 patients in the non-diabetic
(ND) and type 2 diabetic (T2D) groups.

ND (n = 15) T2D (n = 30) P-value
Age (y) 62 (52-77) 64 (54-77) 0.842
Sex M 8 (53) 23 (79) 0.073
COVID duration 14 (5-17) 11 (7-17) 0.814
at inclusion (d)
Risk factors for severe COVID-19
BMI (kg/m?) 22 (21-22) 28 (24-32) 0.078
Hypertension (%) 2 (13) 8 (62) 0.003
HbA1c (%) 58 (5.4-6) 7.8 (73-103) < 0.0001
Severe COVID-19 indicators
Intensive care (%) 4 (27) 10 (34) 0.7384
CRP (mg/l) 138 (51-211) 146 (86-248) 0.725
Minimum 0.75 (0.6-1.04) 09 (0.67-1.12) 0.590
lymphocytes
@o%)

o-dimers (ug/l) 2,095 (1,093-3,133) 1,740 (755-4,505) 0971

Median (IQR) and Mann-Whitney for qualitative data; n (%) and chi-squared
or Fisher’s exact test for quantitative data. P-values in bold represent
statistically significant differences between groups (p < 0.05). CRP, C-reactive
protein; HbAlc, glycated haemoglobin; ND, non-diabetics; T2D, type 2
diabetes.

To address our initial hypothesis of hyperinflammation and a
dysregulated immune response to COVID-19 in patients with T2D,
we carried out broad-spectrum immunophenotyping of venous
blood by multiparametric flow cytometry. Our approach quantifies
15 major innate and adaptive immune populations and subpopula-
tions through lineage (CD45, CD3, HLA-DR, CD14, CD56 and CD20)
and phenotypic markers (CD8, CD4, CD16, CD123, CDl11c) in a
single assay (Appendix Fig S1A). Upon quantification of
major immune populations, we confirmed COVID-19-associated
lymphopenia (< 20% CD45" leucocytes) in both ND and T2D
patients (Fig 1A and Appendix Fig S1B)(Melzer et al, 2015). Unex-
pectedly, we found a 1.3-fold decrease in CD14" monocyte
frequency in COVID-19 patients with T2D relative to ND patients
(Fig 1A and Appendix Table S2). Of note, decreased monocyte
frequency was not observed in T2D patients without COVID-19
(Appendix Fig S1B and Table S3). We did not find differences in
lymphocyte, natural killer (NK), B cell, granulocyte nor DC
frequency between T2D and ND COVID-19 patients. Clinical labora-
tory full blood count (FBC) records corroborated these findings,
with lymphopenia (< 1.5 x 10°/1 or < 20% leucocyte count) in
ND and T2D COVID-19 patients and a 1.5-fold decrease in monocyte
counts in T2D relative to ND COVID-19 patients (Appendix Table S1).

We next quantified monocyte subtypes, to establish whether a
specific subtype is affected in T2D patients with COVID-19. Amongst
CD14" monocytes, we found that a 1.4-fold decrease in classical
monocyte (CD14™, CD167) frequency specifically accounted for the
decrease in total monocytes in T2D relative to ND COVID-19
patients (Fig 1B). Of note, a similar trend of decreased (1.5-fold;
P = 0.07) classical monocyte frequency was also observed in T2D
COVID-19 patients when compared to T2D patients without COVID-
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19 (Appendix Fig S1C). We did not find any differences in the
frequencies of lymphocytic, NK or DC subpopulations between ND
and T2D COVID-19 patients, whilst COVID-19-associated lymphope-
nia was represented across all lymphocyte subtypes in ND and T2D
patients (Appendix Fig S1C).

Following these findings, we confirmed with principal compo-
nent analysis (PCA) including variant immune population frequen-
cies (lymphocyte and monocyte subpopulations) that three distinct
clusters of patients emerged corresponding to ND COVID-19, T2D
COVID-19 and T2D non-COVID-19 patients (Fig 1C). When the PCA
was restricted to monocytic subpopulation frequencies, ND COVID-
19 and T2D COVID-19 patients also show robust separation
(Appendix Fig S1D). With multivariate ANOVA (MANOVA), inte-
grating previously reported severe COVID-19 risk factors (gender,
age, BMI, hypertension and diabetic status), we confirmed that
lymphocyte and monocyte subpopulation variance is independently
associated with patients with COVID-19 (P <0.01) and T2D
(P < 0.05; Appendix Table S4).

Morphologically altered monocytes in type 2 diabetic COVID-19
patients are associated with an aberrant inflammatory response
and increased disease severity

To further characterise the monocyte pool, we quantified expression
of monocyte activation markers CD16 and CD14, and of the func-
tional pan-antigen-presenting cell (APC) marker HLA-DR. We
observed no difference in expression of CD16 nor HLA-DR between
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ND and T2D COVID-19 patients. However, T2D COVID-19 patients
had 1.5-fold decreased expression of CD14 in their monocytes
(Fig 2A and Appendix Fig S2A). These data indicate that monocytes,
between both groups of patients, have retained a similar antigen
presentation capacity (HLA-DR) and have transitioned away from
classical activation (CD16) at the same rate. Monocytes from
patients with COVID-19 and T2D have a pronounced loss of
CD14, indicating an increased rate of commitment to non-classical
activation.

Importantly, we observed a difference in monocyte size, as indi-
cated by forward scatter (FSC) statistics, between T2D and ND
patients with COVID-19. Monocyte size was significantly higher in
T2D relative to ND patients with COVID-19 (1.4-fold increase;
Fig 2A). This unexpected increase in cell size was specific to CD14*
monocytes, as we next compared FSC statistics in CD14 and CD3
bifurcate gates and found no differences between T2D and ND
COVID-19 patients in CD14~, CD3" nor CD3™ cells (Appendix Fig
S2B). We next quantified the frequencies of the two distinct popula-
tions of FSC-Lo (conventional) and FSC-Hi (large) monocytes in our
cohort and corroborated a 1.8-fold higher frequency of FSC-Hi
monocytes in T2D relative to ND COVID-19 patients (Fig 2B and
Appendix Fig S2C).

To characterise this atypical population of FSC-Hi monocytes, we
quantified expression of other known lineage markers (CD20, CD56,
CD3) independently of patient status. We found no differences in
the expression of non-monocyte markers (CD20, CD56, CD3)
between FSC-Lo and FSC-Hi monocytes (Appendix Fig S2D).
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Figure 1. Type 2 diabetes is associated with decreased monocyte frequency and phenotypic alterations in COVID-19 patients.

A Flow cytometric quantification of lymphocytes, monocytes, B cells, natural killer (NK) cells, dendritic cells (DCs) and granulocytes in peripheral venous blood samples

from non-diabetic (ND) and type 2 diabetic (T2D) patients with COVID-19.

B Quantification of monocyte subpopulation phenotypes as classical (CD14"' CD167), intermediate (CD14"" CD16*) or non-classical (CD14"° CD16%).
C Principal component analysis of lymphocyte and monocyte population frequencies in ND and T2D COVID-19 patients and in T2D patients without COVID-19.

Data information: Data are presented as mean + SEM. Differences between groups were evaluated with unpaired t-test. *p < 0.05. See also Appendix Fig S1 and Tables

S1-S3. Sample size and exact P-value in Appendix Table S5.
Source data are available online for this figure.
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Figure 2. Morphologically altered monocytes in type 2 diabetic COVID-19 patients are associated with an aberrant inflammatory response and increased

disease severity.
A

Quantification of CD14 expression and size (FSC) in monocyte populations from non-diabetic (ND) and type 2 diabetic (T2D) COVID-19 patients.

Frequency of conventional (FSC™) and large (FSC™) monocytes in ND and T2D COVID-19 patients.
Expression of CD16, CD14 and HLA-DR in FSC'° and FSC™" monocytes from COVID-19 patients.

Correlative analyses of IL8 expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) to monocyte FSC.

Proportions of classical, intermediate and non-classical monocytes within FSC'° and FSC™" monocytes from COVID-19 patients.

IL8, IL6 and CCL2 mRNA expression in PBMCs from ND and T2D COVID-19 patients.

O T mgoO @

Monocyte size quantified in ND and T2D COVID-19 patients treated in general wards (Gen) or in the intensive care unit (ICU).

Data information: Data are presented as mean + SEM. Differences between groups were evaluated with unpaired t-test (except for (C) and (D) where paired by patient).
Analysis of variance (ANOVA) or analysis of covariance (ANCOVA) was used for multiple group comparisons. *p < 0.05; **p < 0.01 and ***p < 0.001. For correlative
analysis, Spearman’s test was carried out calculating a 2-tailed P-value. See also Appendix Fig S2. Sample size and exact P-value in Appendix Table S5.

Source data are available online for this figure.

Monocyte activation and functional marker analyses revealed 1.9-
fold increased expression of CD16 in FSC-Hi monocytes relative to
FSC-Lo monocytes (Fig 2C). CD16 positivity is associated with
intermediate and non-classical monocyte class switch. We next
quantified the proportions of each monocyte class within FSC-Hi
and FSC-Lo populations and found 1.2-fold higher frequency of
CD16" intermediate monocytes in the FSC-Hi population relative to
FSC-Lo (Fig 2D).

Increased phenotypically switched FSC-Hi monocytes and
decreased CD14 expression in the T2D monocyte pool (Fig 1B) indi-
cate that patients with COVID-19 and T2D present a

4 of 12 EMBO Molecular Medicine 12: 13038 | 2020

hyperinflammatory phenotype due to exacerbated loss of classical
monocytes. To evaluate the extent of the inflammatory response
associated with monocyte size and T2D in COVID-19, we carried out
gene expression analyses on PBMCs from the patients included in
our cohort. Monocyte size was significantly and positively corre-
lated to expression of the pro-inflammatory marker interleukin (IL)-
8, whilst other inflammatory markers (IL6, CCL2) trended towards
positive correlation to monocyte size (Fig 2E and Appendix Fig
S2E). When COVID-19 patients are stratified based on diabetic
status, the expression of multiple inflammatory markers is drasti-
cally increased in the presence of T2D (1.6- to 4.8-fold increase;
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Fig 2F). Corroborating gene expression, circulating levels of IL-8
were also higher in T2D confirming a more pronounced inflamma-
tory state (Appendix Fig S2H). Circulating concentrations, however,
did not correlate to mRNA expression in PBMC (Appendix Fig S2I),
indicating that IL-8 in circulation is not restricted to that produced
by PBMCs, circulating IL-8 may originate from the site of infection.
We also investigated IL1B mRNA expression as a marker of
inflammation linked to NLRP3 inflammasome activity. We found
that although induced in COVID-19, IL1B expression was not dif-
ferent between ND and T2D patients (Appendix Fig S2F), whereas
other inflammatory markers related to the type 1 interferon signa-
ture were increased in COVID-19 and further increased with comor-
bid T2D (Appendix Fig S2F).

Given the above findings, we hypothesised that monocyte size
would be of prognostic value at presentation. Thus, we stratified
patients based on admission to the intensive care unit (ICU) or care
in general wards for non-critical patients (Gen). We found monocyte
size to be increased by 1.6-fold in T2D patients admitted to the ICU
relative to ND patients that did not require ICU admission (Fig 2G).
When comparing ICU to Gen, disregarding diabetic status, we did
not detect a statistically significant difference in monocyte size
(Appendix Fig S2G).

IRF5 expression is associated with monocyte activation and
morphological adaptation in COVID-19 patients

Given the described aetiology of COVID-19 and the patterns of
inflammatory marker expression, we hypothesised that the type 1
interferon response is engaged and likely dysregulated in T2D
patients. The transcriptional mediator of this pathway is the inter-
feron regulatory factor (IRF)-5, controlling expression of such genes
as IL6 and IFNBI. It is highly expressed in the myeloid compart-
ment, is canonically responsive to viral stimuli (Weiss et al, 2015;
Forbester et al, 2020) and is involved in regulating metabolic
inflammation (Dalmas et al, 2015; Alzaid et al, 2016).

We quantified mRNA expression of IRF5 and of its target type 1
interferon, IFNB1, in PBMCs from our cohort. We found IRF5 and
IFNBI1 to be induced in ND COVID-19 (respectively, 7.3- and 1.8-fold
increase relative to non-COVID-19 patients with T2D; Appendix Fig
S3A) and with an exaggerated increase in T2D COVID-19 patients (re-
spectively, 1.5- and 2.0-fold increase relative to ND COVID-19 patients;
Fig 3A). Furthermore, expression of IFNB1 correlates to that of IRFS,
indicating likely dependent expression in this sample (Fig 3A). Then,
we quantified IRF5 expression in circulating cells by FACS and found
its highest levels to be in monocytes and other populations with
myeloid compartments (DC, NK; Fig 3B and Appendix Fig S3B).
Whilst IRFS expression was not variant in the total monocyte pool
between patient groups (Fig 3C and Appendix Fig S3C), we found its
expression to increase throughout monocyte activation (Fig 3D). IRF5
expression is increased by twofold in intermediate monocytes of T2D
patients relative to ND patients, with a similar trend in non-classical
monocytes (Fig 3E and Appendix Fig S3D).

Correlative analyses to monocyte phenotypic and functional
markers revealed a positive correlation between IRF5 and HLA-DR,
with no correlation to CD14, CD16 nor FSC (Fig 3F and Appendix Fig
S3E). These data indicate that IRF5 does not directly regulate mono-
cyte class switch nor morphological changes; however, a dependent
relationship exists between IRF5 and HLA-DR.

© 2020 The Authors
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To evaluate whether the inflammatory response mediated by
IRFS could infer protection or severity in COVID-19, we stratified
our patients based on their admission to the ICU. In the monocyte
pool, we observed a 2.1-fold increase in expression in patients
admitted to the ICU, significant only amongst ND COVID-19 patients
(Fig 3G). Interestingly, in monocyte subpopulations we observed a
specific signature associated with ICU admission taking into account
patient diabetic status. Classical monocyte expression of IRF5 is
specifically increased by 2.1-fold in patients admitted to the ICU,
whereas intermediate monocyte expression of IRF5 is only increased
in T2D patients admitted to the ICU (respectively, 3.3- and 1.7-fold
relative to ND and T2D not requiring ICU admission; Fig 3H).

Severity of COVID-19 is associated with loss of CD8* lymphocytes
and loss of classical monocytes in patients with T2D

Despite the majority of ICU admissions from our cohort being
patients with T2D, the proportions of ICU admissions within ND
patients were comparable (26.7% of ND versus and 34.5% of T2D;
Fig 4A). To decipher the immunophenotypic and inflammatory
signatures more specifically associated with COVID-19 severity in
T2D, we compared mild-moderate and severe—critical cases of
COVID-19 in this patient group.

When patients with T2D are stratified based on ICU admission,
we observe a significant 1.6-fold decrease in monocyte frequency
and a trend to decreased lymphocyte frequency (1.8-fold) in T2D
patients requiring ICU admission relative to those treated in general
wards (Gen; Fig 4B). The decrease in lymphocyte and monocyte
proportions is corroborated by hospital-issued FBCs (Appendix Fig
S4A). Quantification of immune subpopulations revealed concomitant
decreases in CD8" T cells (2.0-fold) and classical monocytes (1.3-
fold) in ICU, the latter of which confirms monocytopenia, specific to
classical monocytes, as a hallmark of COVID-19 infection in patients
with T2D (Fig 4C). A further loss of classical monocytes is indicative
of severity in T2D. No other populations in circulation were signifi-
cantly affected in the ICU group (Appendix Fig S4B and C).

We next applied unsupervised analyses to our cytometry data,
consisting of dimensional reduction by the t-SNE algorithm (van der
Maaten & Hinton, 2008). Marker mapping was performed by
projecting known lineage markers to the t-SNE map and we evalu-
ated variation between patients in this analyses. Visual analysis of t-
SNE maps confirmed the monocyte and lymphocyte dynamics asso-
ciated with T2D and with COVID-19 severity, notably a marked loss
of CD14" monocytes and CD8" lymphocytes in T2D patients with
severe COVID-19, versus a specific loss of CD8" lymphocytes in ND
patients with severe COVID-19 (Fig 4D). When projecting IRF5
expression over the t-SNE maps, we confirm monocyte-specific
expression, maintained at a high level despite marked monocytope-
nia in severe COVID-19 with T2D.

Discussion

2020 has been marred by the emergence of SARS-CoV-2 affecting
over 4.5 million people globally. The resulting coronavirus disease
(COVID)-19 has placed unprecedented strain on health services and
claimed over 300 thousand lives (Dong et al, 2020). With diabetic
patients accounting for approximately 10% of COVID-19 deaths,
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Figure 3. IRF5 expression is associated with monocyte activation and morphological adaptation in COVID-19 patients.
A Quantification of IRF5 and IFNB1 mRNA expression in peripheral blood mononuclear cells of non-diabetic (ND) and type 2 diabetic (T2D) COVID-19 patients.
B Histograms of IRF5 expression on different populations analysed by flow cytometry on venous blood samples.
C IRF5 median fluorescence intensity (MFI) in monocytes of ND and T2D patients with COVID-19.
D IRF5 expression overlaid onto monocyte phenotypic gating.
E IRFS expression (MFI) in monocyte subtypes from ND and T2D COVID-19 patients.
F HLA-DR and IRF5 expression in monocytes from COVID-19 patients.
G IRF5 expression in monocytes of ND or T2D COVID-19 patients admitted to the intensive care unit (ICU) or treated exclusively in general wards (Gen).
H IRFS expression in monocytes of ND or T2D COVID-19 patients admitted to the ICU or treated exclusively in Gen.

Data information: Data are presented as mean + SEM. Differences between groups were evaluated with unpaired t-test. Analysis of variance (ANOVA) was used for
multiple group comparisons. *p < 0.05 and **p < 0.01. For correlative analysis, Spearman’s test was carried out calculating a 2-tailed P-value. See also Appendix Fig S3.

Sample size and exact P-value in Appendix Table S5.
Source data are available online for this figure.

urgent mobilisation of diabetologists and diabetes researchers is
required to define criteria that confer risk. An example of such valu-
able work has found that appropriate glycaemic control is a key
determinant of survival amongst T2D patients with COVID-19 (Zhu
et al, 2020). Our current study investigates inflammation and
immune cell dynamics as possible mechanisms conferring risk of
severe COVID-19 in patients with T2D.

In COVID-19 patients with or without T2D, we carried our broad-
spectrum immunophenotyping of 15 leucocyte populations and
subpopulations in peripheral circulation, evaluating changes associ-
ated with diabetic status and disease severity. We found that T2D
patients with COVID-19 are characterised by monocytopenia,
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specific to quiescent monocytes. Monocyte loss was accompanied
by morphological alterations and a hyperinflammatory expression
profile consistent with the type 1 interferon response. These
phenomena, alongside a marked loss of CD8" T cells in peripheral
circulation, characterise severe COVID-19 in pre-existing T2D.

Lymphopenia, monocytopenia and phenotypic variation in
COVID-19 with pre-existing T2D

In keeping with recent reports, we confirmed lymphopenia as a hall-

mark of COVID-19 (Tan et al, 2020). What we were astounded to
observe was the added monocytopenia in patients with T2D. To our
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Fawaz Alzaid et al

EMBO Molecular Medicine

A Hospitalisations ICU admissions B C
— Lymphocytes Monocytes Lyrr;phoo:yte subpopulations  Monocyte subpopulations
2 40
2% BE%MND ﬂ 20 — 301 .

(3

3 Gen mm ICU

e
J )

- HDICU B TIDICY

ICU admissions

ND T2D
‘x.m-cu 8% 100

tSNE_1

T2D
S e oy 2 e Ty
D Dimension Popn Density
reduction [ a
] ND + COVID-19 T2D + COVID-19
3 b . |
3 g ‘qp{‘:& 1 SG"? a
| ) & ¢
u| it Al donT 3
o ey i
Ly s i
Marker
mapping
| Bl cD1d+ —»
1 [ cpa+ 5
[ HLA-DR+ ] <
] B cDz0+ ;I':
ol [ cose+ z[:
3 [ Other @
tSNE_2 "

CD8 exp IRF5 exp
m =u m .
ND + COVID-19 T2D + COVID-19 ND + COVID-19 T2D + COVID-19
3 2 0 < LY
W { & w» & ¢
] X | o ]
@ - L o
§ r - ) . S;
-3 i 2
A Ve i " I ™
T 7 _r
ww Y w f
4 i :

8 ¢ ¢ .|a
c e

-

w' =, A3 > -

Z |3 - X,

1]

tSNE_2

Figure 4. Severe COVID-19 is associated with loss of CD8" lymphocytes and loss of classical monocytes in patients with T2D.

A Pie charts of COVID-19 hospitalisation that were exclusively treated in general wards (Gen) or that required intensive care (ICU). Proportions of patients admitted to

the ICU that were non-diabetic (ND) or with type 2 diabetes (T2D).

B Proportions of lymphocytes and monocytes in peripheral venous blood from T2D patients with COVID-19 either treated in Gen or requiring ICU admission.
C Phenotypic analysis of lymphocyte and monocyte subpopulations in peripheral venous blood from T2D COVID-19 patients treated in Gen or requiring ICU treatment.
D t-SNE mapping of all cytometric acquired data with projections of population density, CD8 or IRF5 expression. Maps are of representative profiles from each group.

Data information: Data are presented as mean + SEM. Differences between groups were evaluated with unpaired t-test or non-parametric Mann-Whitney U-test.
*p < 0.05. See also Appendix Fig S4. Sample size and exact P-value in Appendix Table S5.

Source data are available online for this figure.

knowledge, ours is the first report of monocytopenia specific to T2D
patients suffering a coronavirus infection, and such is likely to be a
particularity of COVID-19. Monocytopenia has been previously asso-
ciated with acute infection (Jardine et al, 2019), whilst, in our
current study, duration of COVID-19 was not different between
groups and thus monocytopenia is likely specifically related to
patient diabetic status. Of note, monocyte loss detected by flow
cytometry is corroborated by clinical FBC and thus could serve as
an additional COVID-19 screening tool for diabetology practice, with
lymphopenia as an established indicator of severity in the general
population.

Beyond the quantitative analyses, we identified an exaggerated
phenotypic class switch of monocyte subpopulations in COVID-19
patients with T2D. As monocytes undergo activation, they transition
from their classical phenotype to intermediate and non-classical
phenotypes gaining expression of CD16 and gradually lowering
expression of CD14 (Hijdra et al, 2013). We demonstrate an
increased rate of transition from the classical phenotype, towards
CD16" intermediate monocytes, and an accelerated loss of CD14
towards the non-classical phenotype in T2D. Both chronic

© 2020 The Authors

inflammation and viral infection (in particular, influenza viruses)
are associated with switching monocyte class (Hoeve et al, 2012;
Friedrich et al, 2019). Importantly, monocyte expression of CD16
increases potency of inducing CD4* T-cell polarisation compared to
quiescent (classical) monocytes that are CD16~ (Sanchez-Torres
et al, 2001). This could in part explain the hyperinflammatory
response in patients with T2D that have accelerated monocyte acti-
vation and a marked loss of quiescent monocytes.

A specific loss of classical monocytes may indeed be due to
increased apoptosis when confronted with a viral challenge, as
has been reported in in vitro modelling (Hoeve et al, 2012).
Alternatively, monocytes in T2D patients may be primed to tran-
sition towards their activated damage-seeking state more rapidly
than in ND patients. Of note, the accumulation of intermediate
and non-classical monocytes is associated with increased rate of
infection and a largely maladaptive response (Hoeve et al, 2012;
Coates et al, 2018; Vangeti et al, 2019). Moreover, non-classical
monocytes have recently been reported to important drivers
of pulmonary hypertension in T2D patients (Yu et al, 2020).
Taken together, these data are coherent in explaining, in part,
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increased risk of severe disease or mortality in COVID-19
patients with T2D.

Morphological alterations and hyperinflammation in COVID-19
patients with T2D

A recent pre-print reported that monocyte morphological alterations
are associated with COVID-19 (Zhang et al, 2020). These alterations
consisted of increased monocyte size (FSC™ monocytes) in a subset
of COVID-19 patients. Interestingly, altered monocyte size has also
been reported in infections of influenza virus (Hoeve et al, 2012). A
major novelty of our investigation is the characterisation of these
morphologically altered monocytes in T2D. We corroborate the
recent pre-print report of FSC™' monocytes in COVID-19, and we
demonstrate an increased frequency of FSC™ monocytes in T2D.
Moreover, we demonstrate that monocyte size is associated with a
hyperinflammatory gene expression profile in PBMCs and with
admission to ICU of patients with T2D. Surprisingly, little is known
with regard to the regulation of monocyte morphology; further basic
research is required to decipher the natural history and functional
implications of such phenomena.

Exacerbated IRF5-linked hyperinflammation in T2D patients
with COVID-19

With prior knowledge of pathways engaged in both viral and
diabetic contexts, we targeted a factor that controls transcription of
type 1 interferons, IRFS. Previous studies have well-characterised
the pro-inflammatory function of IRF5 in tissue macrophages, the
progeny of circulating monocytes (Dalmas et al, 2015; Weiss et al,
2015). In the current study, we demonstrate that IRF5 expression in
circulating cells is induced in COVID-19 and is increased in activated
monocytes of patients with T2D relative to ND patients. Indeed,
expression is correlated to that of inflammatory markers. A specific
increase in activated subtypes of monocytes is in agreement with
previous reports that IFRS drives monocyte damage-seeking beha-
viour and differentiation to inflammatory macrophages (Yang et al,
2012; preprint: Corbin et al, 2019). Whilst IRF5 expression did not
correlate to monocyte activation markers, we did observe a positive
correlation between IRF5 and HLA-DR. A positive correlation indi-
cates a possible dependent relationship where HLA-DR may form
part of a mechanism feeding back to increase IRF5 expression; alter-
natively, IRF5 may impact monocyte antigen presentation capacity
or other HLA-DR-associated functions. Moreover, increased expres-
sion of IRFS in different compartments of the monocyte pool also
marked those patients that required intensive care.

The molecular mechanisms linking hyperglycaemia and cellular
glucose metabolism directly to an IRF5-dependent cytokine storm
have recently been described in the case of influenza A virus (IAV)
infection, of which some mechanisms may be shared with COVID-
19 (Wang et al, 2020a). Indeed, increased glucose consumption is
characteristic of inflammatory effector function of macrophages,
where glucose shuttling to the hexosamine biosynthesis pathway
provides a substrate for O-GlcNAcylation of IRF5 on serine-430 and
its subsequent K63-linked ubiquitination. These post-translational
modifications allow the downstream processing of IRF5 and the
engagement of its pro-inflammatory transcriptional activities. IRF5
O-GlcNAcylation in human PBMC and subsequently increased IL8
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and IL6 levels in circulation were associated with increased blood
glucose in IAV-infected patients (Wang et al, 2020a). The IRF5
expression and cytokine profile reported in IAV infection are similar
to what we observe in PBMC from SARS-CoV-2-infected patients,
comforting our hypothesis that similar mechanisms are at play.
Importantly, the K63-linked ubiquitination of IRFS5, required for its
nuclear translocation, is an indispensable mechanism in macro-
phages that mediate metabolic inflammation and loss of glycaemic
homeostasis in T2D (independently of viral infection) (Kim et al,
2017). A recent report has also dissociated IRF5-mediated cytokine
production from an inhibitory effect on viral replication in IAV.
These studies, and a recent pre-print implicating impaired type 1
interferon signalling in severity of COVID-19 cases, strongly support
a key role for IRF5 and the type 1 interferon response in increased
severity in T2D (Forbester et al, 2020; preprint: Hadjadj et al,
2020).

Taken together, our data and previous reports indicate that basal
levels of IRFS, preceding-SARS-CoV-2 infection, are dysregulated in
T2D patients; our supposition is comforted by a recent opinion
article describing the hypothetical molecular mechanisms (Laviada-
Molina et al, 2020). Monocytopenia and rapid class switch of mono-
cytes in T2D with COVID-19 may be the result of an exuberant viral
response from an immune system primed on an inflammatory back-
ground. IRF5-linked hyperinflammation will induce eager damage-
seeking behaviour, antigen presentation and cytokine release, with-
out affecting viral replication, thus contributing to the cytokine
storm syndrome that characterises severe COVID-19 (Gruber, 2020).

CD8* T-cell loss and monocytopenia are hallmarks of severe
COVID-19 in T2D

In our cohort, as in others, not all COVID-19 patients with T2D
require intensive care, approximately 10% more T2D patients
required admission to ICU than ND patients. The immunophenotype
of patients with T2D that required ICU admission was marked by an
exacerbated monocytopenia and lymphopenia; in the case of
lymphocyte phenotypes, we were surprised to find that cytopenia
was specific to CD8" T cells. A recent correspondence also high-
lighted a loss of CD8" cytotoxic lymphocytes (CTLs) in patients
with COVID-19, both severe and mild forms (Zheng et al, 2020).
The CTL population is known to play a crucial role in recognising
and killing virally infected cells (Koutsakos et al, 2019). This study
by Koutsakos et al demonstrates that CTLs are important in confer-
ring cross-reactivity across a number of viral strains, in effect a key
target population that holds important clues for neutralising vaccine
development. It is thus not surprising that those patients with
under-represented CD8" T cells develop a more severe form of
disease. A higher frequency of CD8* T cells and their efficient inter-
actions with APCs, such as monocytes, may be a key process in
mitigating severe disease.

Finally, unsupervised clustering of immune populations based
on expression data also mapped a marked loss CD8* T cells to ICU
admission of both T2D and ND patients with COVID-19, as well as a
loss of monocytes in T2D patients with severe disease. Importantly,
when IRFS is projected onto these clusters, we observe a sustained
high level of expression specific to monocytes, even amongst popu-
lations that decrease in frequency. These data indicate that in T2D,
exuberant inflammation, likely mediated by IRF5 in monocytes,
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Fawaz Alzaid et al

may be responsible for increased mobilisation of these cells. Their
increased mobilisation decreases their abundance in peripheral
circulation or at sites of interaction with lymphocytic populations. A
mismatched ratio of antigen-presenting monocytes to CD8* T cells
is a tempting mechanism for the descent from mild-moderate
COVID-19 to severe—critical COVID-19. Once patients are identified
as at-risk at admission, well-timed and well-targeted immunosup-
pressive intervention may prevent the uncontrolled and persistent
inflammatory response in severe or mortal COVID-19.

Limitations

A main limitation of our study is the sample size and diversity;
inclusion of veritable mild cases that did not require hospitalisation
would help support and extend our conclusions with regard to the
factors that increase COVID-19 severity. Increasing sample size and
diversity within the T2D group would also allow the further stratifi-
cation of patients based on severity of diabetes, in terms of
glycaemic control or the existence of complications or comorbidi-
ties. Although the current study hypothesised that T2D itself was a
risk factor through increasing systemic inflammation, thus, we
aimed and achieved the recruitment of groups comparable in terms
of age, BMI, gender and disease duration (as well as clinical factors
that indicate severity such as CRP and p-dimers). Lastly, the cyto-
kine storm syndrome was not documented in this cohort; however,
several publications have very concretely established its presence in
COVID-19 cases. Given the time-sensitive nature of this public
health problem, we privileged novel analyses to directly address the
hypothesis.

Materials and Methods

Human populations

All consecutive patients hospitalised in April 2019 for COVID-19
infection in the dedicated University Centre of Diabetes and its
Complications, Lariboisiere Hospital, Paris, France, were prospec-
tively included in the study. Clinical and anthropometric data are
summarised in Table 1. COVID-19 diagnosis was based on positive
oropharyngeal swab RT-PCR. Exclusion criteria were type 1
diabetes, immunotherapy for previous transplantation and treat-
ment of COVID-19 by corticotherapy or immunotherapy before
inclusion. For the analysis, patients were divided into two groups:
with or without T2D. Patients with T2D are patients already known
to have it before hospitalisation or patients for which diabetes has
been discovered during hospitalisation (HbAlc > 6.5% or two fasted
glycaemia above 7 mmol/l). The study was conducted in accor-
dance with the Helsinki Declaration and was registered in a public
trial registry (ClinicalTrials.gov; NCT02671864). This study was
approved by local institutions and ethical committees, and the
Ethics Committee of CPP Ile-de-France granted approval for all indi-
viduals (Ile de France V number 15070). Non-COVID-19 T2D
patients were included from the same clinical service prior to the
COVID-19 pandemic as part of an ongoing observational study
(NCT02671864); patients were matched to the T2D COVID-19 cohort
in terms of age, gender, BMI, hypertension and HbAlc. All patients
provided informed consent indicating that they understood the
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nature of their participation in the study (NCT02671864). The prin-
cipal investigator of this clinical trial is Prof. Gautier Jean-Francois:
jean-francois.gautier@aphp.fr.

Data collection

Sampling, clinical data (age, gender, BMI, diabetes duration, history
of HTA, COVID duration since 1s symptoms) and biological data
(HbAlc, CRP, lymphopenia, p-dimer) were collected at inclusion in
a standardised manner; events like introduction of COVID-19
specific treatments, transfer in intensive care unit (ICU) and
death were collected at the end of the hospitalisation. Minimum
lymphocyte count and maximal CRP were collected at the end of the
hospitalisation.

Immunophenotyping by flow cytometry

Blood cells were obtained from 1 ml of venous blood, after red
blood cell lysis, and resuspended into FACS buffer as previously
described (Julla et al, 2019). After 10-min incubation with an Fc
blocker (120-000-422; Miltenyi), cells were stained for surface mark-
ers with the appropriate antibodies and a Live/Dead viability dye
(L34957; Thermo Fisher Scientific) according to manufacturer’s
protocol. The following antibodies were used: anti-HLA-DR (AC122)
and anti-CD8 (BW135/80) from Miltenyi; anti-CD14 (M®P9), anti-
CD3 (UCHT1) and anti-CD123 (7G3) from BD Biosciences; anti-
CD16 (3G8), anti-CD56 (HCD56), anti-CD20 (2H7) and anti-CD11c
(3.9) from BioLegend; and anti-CD4 (S3.5) and anti-CD45 (HI20)
from Thermo Fisher Scientific. After washing, cells were fixed and
stained using the Foxp3-staining kit (00-5523-00; Thermo Fisher
Scientific) according to the manufacturer’s protocol and using the
anti-IRF5 (ab21689; Abcam) antibody for 1 h at 4°C in the dark,
followed by the donkey-anti-rabbit-PE (12-4739-81; Thermo Fisher
Scientific) secondary antibody for 20 min at 4°C in the dark. Anti-
bodies were diluted in the following ratios: 1:200 for anti-HLA-DR,
anti-CD14, anti-CD45, anti-CD3, anti-CD16, anti-CD20, anti-CD4,
anti-CD8 and anti-IRF5; 1:100 for anti-CD56 and anti-CD123; and
1:50 for anti-CD11c and for the secondary PE antibody. Viability dye
was diluted at 1:1,000 following the manufacturer’s protocol. Acqui-
sition was performed on a LSRFortessa flow cytometer (BD Bios-
ciences) and analysed with FlowJo software (Tree Star). Immune
lineage markers and antibodies were chosen based on the Immuno-
logical Genome Consortium guidelines, and gating strategies have
been previously published (Heng & Painter, 2008; Autissier et al,
2010; Melzer et al, 2015).

RT-qPCR analysis

RNA was extracted from blood cells (PBMCs) using the RNeasy
RNA Mini Kit (Qiagen). Complementary DNAs were synthesised
using SuperScript Kit (Promega). RT-qPCR was performed using the
QuantStudio 3 Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific).
18S was used for normalisation to quantify relative mRNA expres-
sion levels. Relative changes in mRNA expression were calculated
using the comparative cycle method (2724, Primer sequences
were designed using Primer3 (Koressaar & Remm, 2007; Untergasser
et al, 2012) (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) used: IL8 (F: AG
ACAGCAGAGCACACAAGC; and R: ATGGTTCCTTCCGGTGGT), CCL2
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(F: TTCTGTGCCTGCTGCTCAT; and R: GGGGCATTGATTGCATCT),
IRF5 (F: GATGGGGACAACACCATCTT; and R: GGCTTTTGTTAAGG
GCACAG), IL6 (F: GCCCAGCTATGAACTCCTTCT; and R: GAAGGC
AGCAGGCAACAC), IFNB1 (F: GGAAAGAGGAGAGTGACAGAAAA;
and R: TTGGATGCTCTGGTCATCTTTA) and 18S (F: TTCGAACGTC
TGCCCTATCAA; and R: ATGGTAGGCACGGCGACTA).

Statistical analyses

Data are expressed as mean or median + SD or SEM as indicated in
the text, tables and figures. For quantitative data, differences between
groups were evaluated with non-parametric Mann-Whitney U-test,
and categorical and binary variables were tested by the two-tailed
Pearson chi-square test or Fisher exact test if more than 20% of the
cells in the frequency tables had an expected frequency below 5.
Analysis of variance (ANOVA) or analysis of covariance (ANCOVA)
was used for group comparisons. Repeated measures multivariate
analyses of variance (MANOVA) was employed to compare the vari-
ance of monocyte populations taking into consideration gender, BMI,
hypertension and diabetic status. Statistical analyses were carried out
using JMP (SAS Institute Inc, Cary, NC), XLSTAT 2014 (Addinsoft,
Brooklyn, NY), GraphPad Prism (GraphPad), SPSS Statistics (SPSS
corporation) and R Software 3.6.0 (http://www.r-project.org). Statis-
tical significance was set at P < 0.05. Principal component analysis
(PCA) was performed from total lymphocyte and monocyte subpopu-
lation FACS quantification with FactoMineR R package (https://doi.
org/10.18637/jss.v025.i01), and factoextra package (factoextra.bib)
was used to construct graphics. Contribution of each individual was
analysed to identify outliers biasing the PCA, leading to exclusion of
4 individuals for a technical bias or hospitalisation in the ICU prior to
COVID-19 infection. Given the pressing circumstances during COVID-
19 pandemic, a power study was not carried out prior to recruitment;
sample size was judged sufficient when differences of immunopheno-
typic were observed. For detailed sample size and exact P-value per
figure panel, see Appendix Table S5.

Data and software availability

The computer code and software tools used in this study are
available:

R Software 3.6.0 (http://www.r-project.org). R Core Team (2013).
FactoMineR R package (https://doi.org/10.18637/jss.v025.i01)
Factoextra: Extract and Visualize the Results of Multivariate Data
Analyses 1.0.7. https://CRAN.R-project.org/package = factoextra
t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE). https://jmlr.
org/papers/v15/vandermaatenl4a.html

Raw and source data can be accessed through the Zenodo online
data repository https://doi.org/10.5281/zenodo.3987326 [Open
access as of publication date].

Expanded View for this article is available online.
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The paper explained

Problem

COVID-19 severity is associated with progressive lymphocytopenia and
systemic inflammation. Type 2 diabetes (T2D) is characterised by
chronic low-grade inflammation and is a risk factor for severe COVID-
19. Is COVID-19 severity in T2D associated with distinct inflammatory
and immunophenotypic variations?

Results

COVID-19 and its severity with pre-existing T2D are associated with
monocytopenia and altered morphology. Interferon-driven inflamma-
tion and monocyte phenotypes are also perturbed in COVID-19 with
T2D. Severe COVID-19 is associated with lymphocytopenia of CD8*
cells in the general population, whilst monocytopenia of classical
monocytes is a specific to patients with T2D.

Impact

Monocyte frequency and morphology are fast and reliable metrics to
assess COVID-19 severity in patients with T2D. The inflammatory pro-
file we observed supports the therapeutic application of anti-inflam-
matory drugs.
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11I.CONCLUSION

Le diabéte est une maladie métabolique définie par une hyperglycémie chronique, et responsable de
complications a long terme micro- ou macro-vasculaires. Le diabéte de type 2 regroupe des patients
de phénotypes tres différents, possiblement liés a des différences de physiopathologie. L'une des
différences phénotypiques concerne le risque de survenue de complications a long terme. Ces
complications sont connues pour étre associées a un état inflammatoire chronique de bas grade
endothélial.

Notre hypotheése est qu’il existe un sous-groupe de diabéete de type 2 pour lequel I'établissement de
I’hyperglycémie chronique pourrait étre associé au développement d’un état inflammatoire
chronique de bas grade délétere, occasionnant un sdr-risque de complications a long terme.

Cette thése s’interroge sur le réle de cellules de I'immunité innée, les monocytes circulants, dans le
développement et la chronicisation de cette inflammation de bas grade. Les monocytes peuvent étre
considérés soit dans leur globalité, soit divisés en trois sous-groupes présentant des réponses
inflammatoires différentes.

Dans notre modeéle de diabéte post-diabéte gestationnel, il existe au sein des leucocytes totaux
(cellules CD45+ en cytométrie en flux) une augmentation significative du pourcentage d’un sous-type
monocytaire, les monocytes classiques, entre les patientes normo-glycémiques, pré-diabétiques et
diabétiques. De la méme maniére, dans notre population de patients diabétiques hospitaliers, la
progression du risque de survenue d’un événement cardiovasculaire est associée a une
augmentation significative au sein des leucocytes totaux du pourcentage de monocytes classiques.
Les monocytes classiques sont ceux qui sont produits et relachés par la moelle osseuse, avant de se
différencier en monocytes intermédiaires puis non classiques. Ces résultats concordants démontrent
bien que dans ces deux cohortes, I'hyperglycémie chronique et une de ses complications,
I’athérosclérose, entrainent une augmentation chronique de la production de monocytes par la
moelle osseuse. Le niveau d’activation et les caractéristiques de ces monocytes, dans ces deux
contextes, doivent encore étre documentés par la réalisation complémentaire des transcriptomes et
épigénomes des monocytes des différents patients.

En complément de ces deux parties, la survenue brutale de la pandémie de COVID-19, sa pathogénie
liée a I'inflammation aigiie et le slr-risque de morbi-mortalité observé chez les patients diabétiques,
nous ont poussé a nous interroger, une fois encore, sur la place potentielle des monocytes dans ce
tableau. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que parmi les patients hospitalisés pour
pneumopathie hypoxémiante a COVID-19, les patients diabétiques avaient moins de monocytes que
les patients non diabétiques ; et que cette différence était portée par un moindre pourcentage de
monocytes classiques. Une hypothese globale serait que I'augmentation chronique, observée
précédemment, de la production par la moelle osseuse des monocytes classiques chez les patients
diabétiques de type 2 épuiserait la moelle qui ne serait plus capable, face a une agression aigue,
d’augmenter encore plus sa production pour répondre a leur disparition (migration tissulaire,
apoptose, différenciation en monocytes intermédiaires et non-classiques).

Nous avons donc montré que I'association entre les monocytes, le diabete et ses complications était
réelle. Il reste notamment a mieux la décrire sur les plans transcriptomique et épigénétique, a en
étudier le sens et a rechercher I'intérét de cette connaissance dans la pratique médicale quotidienne
(marqueur bio-médical d’un sous-type de diabéte, thérapeutique ciblée, etc).
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Abstract

Monocytes and macrophages are cells of the innate immune system, existing in circulation and permeating
every tissue of the human body. These cells represent the first responders to stress, and their inflammatory
activation forms part of virtually every human disease. It is for these reasons that several approaches have
been developed in order to phenotypically and functionally analyze these cells and their subpopulations.
These inflammatory cells have been consistently demonstrated to undergo inflammatory polarization
through the engagement of lipid-activated nuclear receptors, namely, through PPARs and LXRs, which
regulate both lipid metabolism and inflammation. Quantitative and phenotypic analyses of monocytes and
macrophages are largely dependent on cytometric tools and antibody-based labelling of membrane mar-
kers, while functional analyses apply a range of in vitro approaches coupled with secondary analyses of gene
or cytokine expression. An important aspect of phenotypic and functional analyses is the purification,
enrichment, or appropriate differentiation of biological materials, ensuring experimentation is carried out
on monocytes and /or macrophages and not on other cell types occupying the same physical niches. This
chapter will focus on the most common analytical approaches applied to the mononuclear phagocytic
system, namely, circulating monocytes and adipose tissue macrophages.

Key words Monocytes, Adipose tissue macrophages, Histology, Flow cytometry, Inflammation

1 Introduction

Monocytes and macrophages form a large part of the innate
immune system, which provides an immediate and efficient phago-
cytic response to a variety of insults (bacteria, tissue damage, etc.)
and allows presentation of antigens to cells of adaptive immunity
[1]. Monocytes and macrophages have been repeatedly demon-
strated to undergo polarization through engagement of lipid-
activated nuclear receptors (NRs), namely, PPARs and LXRs.
PPARs and LXRs are regulated by lipids and in turn regulate lipid
metabolism as well as inflammation. NR signalling is an attractive
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1.1 Analytical
Approaches

in Isolation

and Analysis

of Monocytes

and Adipose Tissue
Macrophages

1.2 Monocytes:
Development,
Function,

and Classification

intervention target for numerous metabolic diseases, namely, ath-
erosclerosis, type 2 diabetes, and obesity [2].

Several complementary techniques exist for the analyses of mono-
cytes and macrophages: cytometry, imaging, and cell culture cou-
pled to functional analyses such as gene and cytokine expression.
These analyses are highly dependent on optimal sample prepara-
tion. The enrichment of sample material is based on increasing the
proportion of target cells without antibody-based selection
[3]. Enrichment is generally carried out by density-gradient separa-
tion with specifically developed particulate liquids (i.e., Ficoll-
Paque™ or Percoll®). Although yielding less purity, density-gradi-
ent purification is extremely cost-effective [3].

The alternative to a density gradient is sorting or “immuno-
selecting” the population of interest based on lineage markers.
Targeted markers are often the same markers applied for cell phe-
notyping, namely, the cluster of differentiation (CD)-14 for human
monocytes and/or CD68 for human macrophages. The selection
of these lineage markers is based on the use of the immunological
genome (ImmGen) database that sets the standards for lineage
markers [4]. Cell sorting refers to real-time sorting by fluorescence-
or magnetic-assisted cell sorting (FACS/MACS™; [5]). FACS
allows staining with several markers to sort multiple populations
from one sample at a time, while MACS™ allows the treatment of
several samples in the same assay; however the number of sortable
populations/markers used is limited. The advantage of positive
sorting is the unbeatable purity, perfectly suited for gene expression
analysis or downstream analyses not involving cell stimulation. The
disadvantage is that epitope/clone selection is crucial to avoid cell
activation; unfortunately even noncompetitive epitopes have been
reported to influence cell function [4]. An attempt to get around
this problem is the application of lineage markers against unwanted
populations and sorting unstained cells. Yielding a purity superior
to density-gradient purification, negative sorting is suited to down-
stream functional applications not be influenced by antibodies (cell
culture, adoptive transfer).

Monocytes represent 10% of circulating cells and are characterized
by their surface expression of CD14. Monocytes play a direct role in
the inflammatory response via phagocytosis, antigen presentation,
cytokine secretion, and providing a reservoir of macrophages
[8]. Monocytes are derived from bone marrow hematopoietic
stem cells via the common myeloid progenitor (CMP) [8]. Their
proliferation is under the control of the growth factor CSE-1
(colony-stimulating factor 1). Once bloodborne, migration pat-
terns and infiltration into tissues are driven by cytokine-chemokine
signalling (e.g., CCL2) or by PAMP (pathogen-associated
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Fig. 1 Monocyte and macrophage development and activation states in humans. Monocytes develop from
myeloid progenitor cells in bone marrow and differentiate in circulating monocytes that have three different
activation states differentiated by their variable expression of CD14 and the presence of CD16. Adipose tissue
macrophages also exhibit a spectrum of activation between M1 (pro-inflammatory) and M2 (anti-
inflammatory); MO macrophages are quiescent. Adipose tissue macrophages participate in the recruitment
of monocytes that differentiate in situ into macrophages. Macrophage activation states can be identified
through their surface expression of several markers, namely, CD11¢ for M1 macrophages and CD206 for M2
macrophages

molecular patterns) or DAMP (damage-associated molecular pat-
terns) recognition (Fig. 1). The most well-accepted phenotypic
definition depends on variable expression of CD14 and presence
or absence of CD16 [9]. Using morphological criteria and these
two markers, circulating monocytes can be identified and classified
into three distinct subpopulations [9] (Fig. 2):

e Classical monocytes (CD14™" CD16) are the most abundant
subpopulation (~80%) and produce anti-inflammatory mole-
cules in response to LPS in vitro and are mainly phagocytic in
nature.

o Intermedinte monocytes (CDI4™* CD16%) represent 2 to 11% of
monocytes. Their in vitro response to LPS is highly inflamma-
tory, expressing large amounts of TNF and IL-1, yet is poorly
phagocytic.

o Nonclassical monocytes (CDI4~° CD16") represent 2 to 8% of
monocytes. They express Fc receptors that allow phagocytosis
and secrete TNF and IL-1 in response to TLR 7 /8 ligands (viral
and immune complexes containing nucleic acids). Their main
function is patrolling blood vessels and monitoring the local
environment.
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Fig. 2 FACS analysis of human monocytes subsets. Left plot shows morphological gating around monocytes
from human blood. Right plot shows monocyte activation states as defined by their variable expression of

CD14 and the expression or not of CD16. CD cluster of differentiation, CD74 monocyte marker, CD16
monocyte activation marker
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1.3 Macrophages: After infiltration into the tissues, monocytes can differentiate into
Differentiation, macrophages through interaction with local growth factors (e.g.,
Function, GM-CSF), cytokines, DAMPs, or PAMPs. Once differentiated,
and Classification macrophages are bivalent, meaning unpolarized (MO state) yet

poised to take on pro-inflammatory (M1) or anti-inflammatory
polarization (M2). A sliding scale is often observed where tissue
macrophages are heterogeneously distributed across these three
states [6—10].

M1 macrophages are pro-inflammatory, classically activated by
type-1 cytokines (IFNy, TNFa) or by bacterial or viral stimuli.
These macrophages have high microbicidal and antitumor capacity.
In conjunction with the pan-macrophage markers such as CD14/
68, HLA-DR, and CD11b, CD11c¢ is a standard surface marker of
M1 macrophages. M2 denotes anti-inflammatory macrophages,
activated by type 2 cytokines (IL-4, IL-13) or exposure to hel-
minths. These macrophages have a high phagocytic capacity and
mediate healing and tissue repair. In conjunction with the
pan-macrophage markers such as CD14/68, HLA-DR, and
CD11b, CD206 is a standard surface marker of M2 macrophages.

1.4 Adipose Tissue While innate immunity is typically associated with infectious or
Macrophages autoimmune diseases, recent findings highlight an extremely
in Physiology important role in metabolic disorders such as obesity and type

and Pathophysiology 2 diabetes [11]. Adipose tissue is the site of long-term energy
storage; the local environment is extremely lipid-rich and is a
major sight of lipid-mediated nuclear receptor activation. PPARs
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and LXRs have been identified as the main nuclear receptors that
are responsive to lipids; they are classically associated with adipo-
genesis and controlling lipogenic/adipogenic processes. Several
studies have now confirmed that the PPARs and LXRs are also
active in monocytes and macrophages and mediate their inflamma-
tory activation in response to local lipid homeostasis and signalling
[2, 11-13]. The following sections describe the analytical
approaches that have been refined over the past decade to quantify,
model, and functionally analyze adipose tissue macrophages and
their circulating progenitors, monocytes.

2 Materials

Unless otherwise stated, the products listed below are available
from several suppliers, with little variation in the quality of materi-
als. In the case of MACS™, this technique was invented by Miltenyi
Biotec, and thus their antibodies, kits, and apparatus are considered
the gold standard when carrying out this technique.
1. Anticoagulant-coated tubes (heparin or EDTA) (see Notel).
2. Falcon tubes (15 and 50 mL).

3. Phosphate buffered saline (PBS) solution: 1.05 mM KH,POy,
155 mM NaCl, 1.97 mM Na,HPO,-7H,O, pH 7.4 in deio-

nized water.
4. Ficoll-Paque™ solution.
5. Plastic Pasteur pipettes.

6. Red blood cell lysis buftfer: 155 mM NH,CIl, 10 mM KHCOg3,
0.1 mM EDTA in deionized water.

7. Automated cell counter or hemocytometer (see Note 2).

8. FACS/MACS™ buffer: PBS + 2% (v/v) calf serum
+1 mM EDTA.

9. CD14 microbeads.

10. Classical monocyte isolation kit (130-117-337, Miltenyi
Biotec), components:

(a) FcR blocking reagent.
(b) Classical monocyte biotin-antibody cocktail.
(c) Anti-biotin microbeads.

11. Automated or manual (column and magnetic field-generating
separator) magnetic sorters (Miltenyi Biotec).

12. FACS tubes (5 mL polystyrene round-bottom tubes).
13. Parafilm.
14. Rocker.
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Table 1
Markers to include in basic phenotypic analysis of human monocytes by flow cytometry

Parameter N° Epitope (s)/marker (s) Population

1 Viability Live cells

2 CD45 Hematopoietic cells

3 CD14 Monocytes

4 CDl16 Intermediate and nonclassical monocytes
5 Lineage (CD3, CD19, CD56) Lymphocytes, B cells, natural killer cells

Size (FSC) Morphology Monocytes
Granularity (SSC)

When equipped with a four-parameter cytometer, viability and lineage markers may be placed on the same parameter

Table 2
Markers to include in basic phenotypic analysis of human adipose tissue macrophages by flow
cytometry

Parameter N° Epitope (s)/marker (s) Population

1 Viability Live cells

2 CD45 Hematopoietic cells/total immune cells

3 CD68 Macrophages

4 CDl1c M1 macrophages

5 CD206 M2 macrophages

6 Lineage (CD3, CD19, CD56, Lymphocytes, B cells, natural killer cells,
CD31,TE?7) endothelial cells, fibroblasts

Size (ESC) Morphology Cells

Granularity (SSC)

When equipped with a five-parameter cytometer, viability and lineage markers may be placed on the same parameter,
although care must be taken when interpreting total immune cells as this gate may contain nonviable cells

15. FcR blocking reagent.
16. Aluminum foil.

17. Antibodies and viability stain (see Table 1 for blood and Table 2
for adipose tissue macrophages).

18. Cytometer equipped with 4-5 parameters.

19. PBMC cell culture medium: RPMI-glutamine medium +10%
(v/v) human serum, 1% (v/v) pyruvate, 1% (v/v) penicillin-
streptomycin, 1% (v/v) nonessential amino acids.
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Low-attachment cell culture plates or flasks (size is dependent
on downstream application; for most applications such as RNA
and media cytokine analysis, 6-well plates are sufficient).

Poly-1-lysine solution (0.1 mg/mL of sterile tissue culture
grade water).

HMDM difterentiation medium (PBMC cell culture medium
+20 ng/mL M-CSF).

Sterile dissection tools: scissors and forceps.

Shaking water bath or temperature-controlled chamber.
Cell strainers (200, 70, and 40 pm).

Centrifuge (15-50 mL tubes).

Microcentrifuge (1.5-2 mL tubes).

Collagenase 100 x stock solution (100 mg,/mL mixed collage-
nase with activity &gt;124 CDU/mg, in PBS + 0.133 g/L
CaCl,-2H,0 and 0.1 g/ MgCl,-2H,0).
Sixty millimeter sterile tissue culture dish.
Collagenase digestion solution (in DMEM-glutamine, bring
collagenase 100x stock solution to 1x, 1% penicillin-

streptomycin solution, 15 mM HEPES, 2% (w/v) bovine
serum albumin).

3 Methods

3.1 Density-Gradient
Purification of Human
Venous Blood

Density-gradient purification is carried out to eliminate cells with
multilobed nuclei (granulocytes) that constitute 40-50% of circu-
lating cells. The remaining fraction of peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) is composed of a majority of lymphocytes and
monocytes. PBMC preparation is prepared to enrich sample mate-
rial for downstream purposes such as cell culture, analysis of rare
subpopulations, or sorting.

1.

Pool venous blood samples per patient into a 50 mL falcon
tube (minimum of 4 mL) (see Note 1).

2. Adjust volume to 30 mL with PBS.

. In a new 50 mL centrifuge tube, deposit 15 mL of Ficoll-

Paque™, and gently layer the 30 mL of blood-PBS onto the
Ficoll-Paque™ solution taking care not to mix the phases.

. Centrifuge sample tubes for 30 min, at 800 x g between

18 and 20 °C without acceleration nor deceleration.

. The white peripheral blood mononuclear cell (PBMC) ring will

form around the 20 mL mark (Fig. 3).

. Collect this ring with a plastic Pasteur pipette, avoiding the

lower layer, and deposit into a new 50 mL centrifuge tube.
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3.2 Antibody-Based
Magnetic Sorting
of Blood Monocytes

3.2.1 CD14 Microbeads
for Magnetic Sorting
of Monocytes from PBMCs

Plasma

Centrifugation

»

PBMCs

Ficoll-Paque

Ficoll-Paque

Fig. 3 Ficoll-Paque™ gradient enrichment of PBMCs. Left tube represents
Ficoll-Paque™ and blood before centrifugation, and right tube represents
separated layers. PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) represent the
layer enriched with mononuclear cells (including monocytes)

7.

11.

12.

Adjust volume to 30 mL with PBS and centrifuge for 5 min at
350 x gat 4 °C.

. Discard supernatant, and resuspend pellet in 25 mL of red

blood cell lysis buffer; incubate at room temperature for 3 min.

. Centrifuge for 5 min at 350 x gat 4 °C.
10.

Discard supernatant, resuspend pellet in 25 mL of PBS, and
centrifuge for 5 min at 350 x gat 4 °C.

Discard supernatant and resuspend pellet in PBS, adjusting
volume to 10 mL with PBS.

Count cells (see Note 2), and then proceed for downstream
applications (e.g., cell culture, cytometry).

Antibody-based magnetic sorting can be carried out from the
PBMC fraction (Subheading 3.1) or from whole blood with the
use of the appropriate kits. For sorting from PBMCs, apply the use
of CD14 microbeads or classical monocyte isolation kit, depending
on the downstream experimental design (sec Note 3).

1.

3.

Following PBMC isolation and counting (Subheading 3.1),
centrifuge PBMCs at 350 x g in a benchtop centrifuge for
10 min at 4 °C.

. Discard supernatant, and resuspend pellet in 100 pL of CD14

microbead staining solution (80 pL. MACS™ buffer + 20 pL
CD14 microbeads) per 107 cells.

Incubate for 15 min at 4 °C.
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. Wash cells by adding 2 mL of MACS™ buffer per 107 cells, and

centrifuge at 350 x g for 10 min at 4 °C.

. Resuspend cells in 500 pL. MACS™ bulffer, and proceed to

magnetic sorting (Subheading 3.2.4).

. Following PBMC isolation and counting (Subheading 3.1),

centrifuge PBMCs at 350 x g for 10 min at 4 °C.

. Discard supernatant, and resuspend cell pellet in 30 pL of

MACS™ buffer per 107 cells.

. Add 10 pL of FcR blocking reagent per 107 cells.
. Add 10 pL of classical monocyte biotin-antibody cocktail per

107 cells.

. Mix well and incubate at room temperature for 5 min.
. Add 30 pL of MACS™ buffer per 107 cells.
. Add 20 pL of anti-biotin microbeads per 107 cells.

. Mix well and incubate at room temperature for an additional

5 min.

. Proceed to magnetic sorting (Subheading 3.2.4).

. To 1 mL of whole blood, drawn into an anticoagulant (i.e.,

heparin or EDTA), add 50 pL of whole-blood CD14
microbeads.

2. Mix well and incubate for 15 min at 4 °C.

4.

. Optional wash step if sample material is not limiting (see

Note 4).
Proceed to magnetic sorting (Subheading 3.2.4).

Magnetic sorting is based on the use of microbead-conjugated
antibodies that are held in place by a strong magnetic field, while
non-labelled cells are washed away. Once the magnetic field is
removed, labelled cells become labile and can be eluted. Automated
magnetic sorters come with predefined programs; thus this section
will describe the process of magnetic selection by the use of manual
apparatus.

1.

2.

3.

4.

Once cells from Subheadings 3.2.2 and 3.2.3 are washed,
resuspend up to 10 cells in 500 pL of MACS™ buffer.

Place MACS™ column in the magnetic field of MACS™ sepa-
rator (see Note 5).

Prime column by applying 3 mL of MACS™ buffer, and allow
column reservoir to empty.

Apply cell suspension to column, and allow column reservoir to
empty (fraction that flows through is the unlabelled fraction,
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3.3 Cell Culture
and Differentiation

3.3.1 PBMC
and Monocyte Cell Culture

3.3.2 Differentiation

to Macrophages (Human
Monocyte-Derived
Macrophages; HMDM)

3.4 Flow Cytometry
for Quantitative
Analysis of Monocyte
Phenotypes

containing monocytes when using classical monocyte isolation
kit) (see Note 6).

5. Rinse column three times with 3 mL of MACS™ buffer each
time, waiting for column reservoir to run empty before apply-
ing the next 3 mL. Collect flow-through if analysis of negative
fraction is desired.

6. Remove column from separator’s magnetic field, and place on
an appropriate collection tube (> 5 mL).

7. Add 5 mL MACS™ buffer to column, and immediately elute
labelled cells by pushing down on the plunger.

8. Centrifuge cells at 300 x g for 10 min at 4 °C, aspirate super-
natant, and continue to downstream applications (se¢ Note 7).

1. Following PBMC isolation and counting, centrifuge cells for
5 min at 350 x gat 4 °C.

2. Discard supernatant, and resuspend cells in PBMC culture
medium at a concentration of 2 x 10° cells/mL (10° cells/
mL for selected or enriched monocytes) (see Note 8).

3. Seed cells in low-attachment plates for immediate use can be
maintained in culture for 72 h to 96 h.

4. For differentiation of monocytes to macrophages, see Subhead-
ing 3.3.2.

1. For differentiating monocytes into macrophages, cells should
be seeded into poly-L-lysine (0.1 mg/mL)-coated plates to
facilitate cell adherence.

2. Following adherence of cells (2-3 h at 37 °C), replace medium
with HMDM ditferentiation medium.

3. Cells differentiate into macrophages in approximately 10 days
(differentiation is visually confirmed; cells are larger and exhibit
bright protruding membranes with a central pronounced
nucleus). Throughout differentiation, change medium every
other day (se¢ Note 9).

Monocyte phenotyping can be carried out on ~400 pL whole
blood. For basic phenotyping of monocytes, a cytometer equipped
with 4-5 parameters is sufficient (see Table 1 for suggested panel
setup and Fig. 4 for gating strategy). The in-depth application of
flow cytometry is beyond the scope of this chapter, and thus for a
detailed insight into the setting up of a cytometer, compensation
settings, and antibody titration, please refer to Maecker and Trotter
[14]. This protocol can be applied to both whole blood and
PBMCs (Subheading 3.1), in which large granular cells will be
removed by the density gradient, and thus gating will be more
straightforward (se¢ Note 10). For carrying out the protocol from
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PBMCs, following counting starts at step 3. When working with
fresh human blood, work under sterile conditions, in a cell culture
cabinet dedicated to human material; work rapidly and on ice,
unless otherwise stated.

1.

After homogenizing whole-blood tubes by repeated pipetting,
transfer 400 pL of blood to a FACS tube, and add 4 mL of red
blood cell lysis buffer (create a tube of pooled cells from all
samples to have a final volume of 400 pL; this tube will be used
for unstained cells) (see Note 11).

. Cap tube and seal with Parafilm, agitate samples horizontally at

room temperature for 10 min, and then centrifuge at 350 x g
for 5 min at 4 °C.

. Discard supernatant, pulse vortex cell pellet, and resuspend in

FcR blocking reagent (diluted 1:100 in FACS buffer); incubate
on the bench at room temperature for 10 min.

. Add 2 mL of FACS buffer and centrifuge at 350 x g for 5 min

at 4 °C.

. Prepare antibody cocktail in FACS butffer, including viability

dye, and maintain on ice. Calculate a minimum staining volume
of 50 pL per sample. From this point, protect antibodies and
samples from light.



44 Jean-Baptiste Julla et al.

3.5 Adipose Tissue
Macrophage Isolation

6.

10.

Discard supernatant following the centrifugation (step 4),
pulse vortex cell pellet and resuspend cells in antibody cocktail,
incubate in the dark at 4 °C for 30—45 min, and resuspend
unstained cells in 50 pL. FACS butffer.

. Add 2 mL of FACS buffer and centrifuge at 350 x g for 5 min

at 4 °C.

. Resuspend cells in 400 pL. FACS butffer, and filter through a

40 pm filter into a new FACS tubes.

. Cap tubes and keep at 4 °C in the dark until acquisition within

4 h (although not recommended, acquisition can be carried out
later if cells are fixed) (sec Note 12).

Acquisition may also be carried out on a cell sorter, which will
allow sorting cells for downstream culture applications or for
RNA /protein analysis. When sorting for RNA and protein
analysis, sorting cells directly into lysis buffer is reccommended.

Adipose tissue biopsies are often kept in PBS following excision;
once the biopsy is obtained, the tissue must be weighed (as results
are most commonly reported as a function of tissue weight, i.e.,
cells/g) and treated immediately for downstream applications. In
this digestion protocol, care is taken to be able to isolate both the
stromal-vascular fraction (containing immune cells, endothelial
cells, etc.) and the adipocyte fraction (see Note 13). At all times
that tissue is fresh, work under sterile conditions, in a cell culture
cabinet dedicated to human material.

1.
2.

Warm collagenase digestion solution to 37 °C in a water bath.

Place adipose tissue in a small dish, and cut into small pieces a
few millimeters thick.

. Transfer adipose tissue to a 15 mL centrifuge tube, and fill tube

up to the 8 mL mark with warmed collagenase digestion solu-
tion; this solution is in excess for a biopsy of under 5 g (scale up

if needed).

. Cap tube and seal with Parafilm, shake vigorously by hand for a

few seconds, and then transfer to a shaking water bath or a
shaking chamber maintained at 37 °C. Allow to digest for
25-30 min.

. Remove tube from shaker, shake vigorously by hand for a few

seconds, and pass the lysate through a 200 pm cell strainer into
a 50 mL Falcon tube.

. Allow to stand at room temperature, adipocytes will float to the

top within 5-10 min, and lower phase will become more
transparent. Remove adipocytes with a plastic Pasteur pipette
to continue macrophage isolation (if adipocytes will be kept for
analysis, see Note 14).
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. Adjust volume of the lower phase to 25 mL with PBS + 2%

(w/v) BSA; cap and centrifuge at 350 x g for 5 min at room
temperature.

. Discard supernatant, and resuspend pellet in red blood cell lysis

buftfer adjusting volume to 10 mL; incubate at room tempera-
ture for 3 min.

. Pass the suspension through a 70 pm cell strainer into a new

50 mL centrifuge tube; centrifuge at 350 x gfor 5 min at 4 °C.

Discard supernatant and resuspend pellet in 5 mL of PBS; this
is the stromal-vascular fraction of adipose tissue; count cells
(see Note 15).

To analyze macrophage polarization, apply flow cytometric
staining protocol (Subheading 3.4 from step 3 onward), with
the use of a 6-parameter cytometer to differentiate M1 and M2
macrophages. The panel described in Table 2 and Fig. 5 will
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Fig. 5 Gating strategy to be applied for basic analysis of adipose tissue macrophages in humans. Q7-Q4
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CD45 hematopoietic cell marker, CD68 macrophage marker, CD71¢ M1 macrophage marker, CD206 M2
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allow quantification of total immune cells, macrophages, and
polarized macrophages from adipose tissue.

4 Notes

. For most applications, venous blood can be collected into

EDTA or heparin-coated tubes; however, do check specifica-
tions of any secondary analysis kits for anticoagulant
compatibility.

. The use of an automated cell counter is recommended, such as

a slide reader or benchtop cytometer (e.g., Countess 11, Invi-
trogen; MACSQuant, Miltenyi Biotec). With such instruments
consistent gating can be used across all samples to count cells of
a desired size. A hemocytometer can also be used. Viability dyes
should be included when counting.

. The use of CD14 microbeads or classical monocyte isolation

kit: Both reagents/kits are antibody based; while CD14
microbeads will allow isolation of all monocytes, the CD14
receptor is targeted with an antibody and thus will no longer
be functional. The classical monocyte isolation kit is based on
negative selection; therefore classical monocytes remain untar-
geted; thus all classical monocyte receptors are actionable in
downstream applications. However the classical monocyte iso-
lation kit will not allow isolation of intermediate nor nonclassi-
cal monocytes, due to their co-expression of CD16, a negative
lineage marker targeted by the classical monocyte isolation kit.
Both approaches in mind, CD14 microbeads are better suited
to RNA or protein analysis of the total monocyte population
without downstream experiments targeting monocyte func-
tion. The classical monocyte isolation kit is more suited to
in vitro approaches that target monocyte activation or func-
tional properties.

. (Optional) Wash cells by adding 2-5 mL of MACS buffer per

1 mL of whole blood, and centrifuge at 445 X g for 10 min at
room temperature in a swinging bucket rotor without brake.
Aspirate supernatant carefully. Do not disturb the cell pellet.
Leave a residual volume of supernatant (approximately 1-2 mm
in height) to avoid cell loss. Resuspend cell pellet by adding
MACS butffer to a total volume of 1 mL. This wash step will
allow removing any residual unbound antibodies and will allow
reducing the probability of contaminating cells being sorted.

. Here the protocol for LS columns is applied; if using MS

columns, adapt 3 mL volumes to 500 pL and 5 mL volume
to 1 mL. The use of MS columns is suitable when starting
biological material is limiting.
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. When using CD14 microbeads, the positive labelled fraction

that is retained in the magnetic field is the monocyte-
containing fraction. When using the classical monocyte isola-
tion kit, the negative fraction that flows through the column
while in the separator’s magnetic field is the fraction containing
classical monocytes.

. If RNA analysis is to be carried out, repeat centrifugation wash

step using only PBS in order to remove any residual BSA which
may interfere with RNA isolation.

. Throughout the culture procedure, aimed to achieve conflu-

ence of monocytes, enriched samples will have a higher propor-
tion of monocytes, and thus the total number of cells must be
tittered down when samples have been enriched by the use of a
gradient.

. Add 1.5 x the habitual volume of medium to allow cultivation

over the weekend.

Following Ficoll-Paque gradient, morphological gating (first
window, Fig. 4) will not represent the topmost population of
cells. These cells are eliminated in the gradient due to their
high granularity /poly-lobed nuclei.

Unstained cells are important when setting detection voltages
of the morphological gate; the placement of an appropriate
voltage of the photomultipliers for the forward and side scatter
detectors is essential to having the representative morphologi-
cal plot from blood (first window, Fig. 4).

Fixation is carried out by resuspending cells in ethanol- or
formalin-based fixative and then washing cells with FACS
buffer centrifugation before acquisition. Cell fixation is not
recommended as this may distort cell morphology and invali-
date the viability dye used.

When working with adipose tissue, do not work on ice until the
adipocyte fraction has been removed. This is because adipo-
cytes tend to solidify at cold temperatures (as any lipid-rich
milieu).

If adipocytes are kept for analysis, they must be washed in
successive rounds of PBS. This is carried out by adding
10 mL of PBS to adipocytes, capping and gently shaking the
tube and then allowing adipocytes to float to the top. Repeat
this washing step two more times, recover adipocytes with a
plastic Pasteur pipette, snap freeze, or continue to downstream
analysis.

Further purification of macrophages can be carried out
through positive or negative selection strategies described
above (Subheading 3.2).
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liraglutide on circulating hematopoietic progenitor cells (HPCs), and angio-miRNAs.

We then studied the experimental effect of Exendin-4, on key steps of angiogenesis:
in vitro on human endothelial cell proliferation, survival and three-dimensional vascular
morphogenesis; and in vivo on ischemia-induced neovascularization of the retina in mice.

Results: In the cohort of 3154 T2D patients, 10% displayed severe DR. In multivariate analysis,
sex, disease duration, glycated hemoglobin (HbA1c), micro- and macroangiopathy, insulin
therapy and hypertension remained strongly associated with severe DR, while no association
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was found with GLP-1RA exposure (o 1.139 [0.800-1.622], P = .47). We further showed no effect
of liraglutide on HPCs, and angio-miRNAs. In vitro, we demonstrated that exendin-4 had no
effect on proliferation and survival of human endothelial cells, no effect on total length and
number of capillaries. Finally, in vivo, we showed that exendin-4 did not exert any negative

effect on retinal neovascularization.

Conclusions: The AngioSafe T2D studies provide experimental and clinical data confirming no
effect of GLP-1RA on angiogenesis and no association between GLP-1 exposure and severe DR.
(J Clin Endocrinol Metab 105: e1549-e1560, 2020)
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peptide 1 receptor agonist, angiosafe Type 2 diabetes study

iabetic retinopathy (DR) is the most common

microvascular complication in patients with dia-
betes and a leading cause of blindness worldwide (1).
Among diabetic patients, 5 % to 10% will develop vision-
threatening conditions such as diabetic macular edema
or proliferative DR. Although it is well accepted that
longer diabetes duration and poorer glycemic or blood
pressure control are strongly associated with long-term
development of DR, initial worsening of DR has been
reported in patients with rapid glycemic normaliza-
tion and/or high glycemic variability (2). Glucagon-like
peptide 1 receptor agonists (GLP-1RA) are incretin-
based drugs recommended by the American Diabetes
Association and the European Association for the Study
of Diabetes consensus report as second line treatments
in type 2 diabetes (T2D) (3). These antidiabetic drugs
have provided evidence of favorable cardiovascular out-
comes in large randomized controlled trials (4-6), even
in patients with tightly controlled glycemia at baseline
(REWIND study (7)). However, the use of GLP-1RA is
associated with safety concerns regarding DR. In the
LEADER trial, there was a higher but not significant
rate of adverse retinal events with liraglutide compared
with placebo (hazard ratio 1.15 [95% CI 0.87-1.52];
P = .33) (4). In the SUSTAIN-6 trial, there was a 76%
increase in severe DR complications in the semaglutide
group compared with placebo (hazard ratio 1.76 [95%
CI 1.11-2.78]; P = .002) (5). These findings were based
on reporting adverse events after GLP-1RA treatments;
however, retinal imaging, to detect and grade DR, was
not systematically performed. Given the potential role
of GLP1-RA treatments in macro- and microvascular
complications, one of the key questions to address is the
potential of GLP-1-based therapies in the regulation of
vascular integrity and angiogenesis. To our knowledge
few studies have addressed these interactions. Therefore,
we conducted a multicentric case—control study (study
1) in a well-phenotyped cohort of T2D patients referred
for retinal imaging (fundus photography). In this study

we evaluated the impact of GLP-1 exposure, from point
of T2D diagnosis, on severe DR (retrospective analysis).

In an extensive review about endothelial progenitor
cells (EPC) in diabetic retinopathy, Lois et al. (8) describe
that the number and function of EPCs are altered in pa-
tients with varying diabetes duration, metabolic control,
and in the presence or absence of DR. Whether EPCs
participate in regulating angiogenesis and/or pathogen-
esis of DR, or might be used as biomarkers for disease
progression and stratification, are still open questions.
miRNAs are noncoding RNAs that mediate gene silen-
cing via base pairing with their target mRNAs. Their
role in angiogenesis has been thoroughly described (9),
and miRNA represent potential therapeutic targets in
various diseases of excess vascularization, including dia-
betes. Exciting opportunities exist to pursue miRNAs as
novel biomarkers for risk estimation, especially in DR
risk and patient stratification (10, 11).

In study 2, we then performed a randomized con-
trolled trial to investigate the effect of Liraglutide on
(1) circulating progenitor cells of hematopoietic origin
including CD34%45%™ HPCs and progenitors with
angiogenic activity CD34°454™CD31*CD133*, and (2)
circulating angiomiRNAs in type 2 diabetic subjects.
Indeed, HPCs modulate vascular protection through
endothelial repair and angiogenesis and recent studies
have provided evidence that HPCs could be mobilized
by DPP-IV inhibition (12). In addition, several miRNAs,
known to be implicated in angiogenesis such as miR-
27b and miR-320a, have been associated with incidence
and with progression of DR (13).

Finally, we used in vitro and in vivo models to study
the effect of Exendin-4, on various key steps of angio-
genesis, namely endothelial cell proliferation, sur-
vival, and three-dimensional (3D) angiogenesis in the
presence or absence of vascular endothelial growth
factor (VEGF). In vivo, the effect of subcutaneous in-
jection of exendin-4 was assessed on ischemia-induced
neovascularization of the retina.
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Research Design and Methods

Human studies

The study was approved by local institutions and
ethics committees (CPP Méditerranée II number
002930-35 and Ile de France V number 15070) and
was conducted in accordance with the principles of the
Declaration of Helsinki. All patients provided informed
consent.

AngioSafe 1 T2D study (Study 1)

AngioSafe 1 is an ongoing 3-year longitudinal study
(NCT02671864) to determine the safety of antidiabetic
drugs in the retina and angiogenesis. The overall study
aims to include 7200 patients who will be followed-up
at 3 years to evaluate DR presence, incidence, or pro-
gression according to the International classification of
Diabetic Retinopathy (14). The present work reports
the results of an intermediate analysis of the first 2 years
of baseline data collected at inclusion. In the current
cross-sectional study, a total of 3348 T2D patients
(American Diabetes Association criteria) (15) were en-
rolled at the Centre Universitaire du Diabeéte et de ses
Complications, Lariboisiere Hospital, APHP, Paris, or
the Endocrinology, metabolic diseases and nutrition de-
partment, Pole ENDO, APHM, Marseille. All consecu-
tive T2D patients (>18 years old) attending these two
centers from June 2016 to July 2018 were screened for
inclusion. Exclusion criteria were pregnancy, MODY,
type 1 or pancreatic diabetes, dense cataract preventing
DR grading, or patients with panretinal photocoagula-
tion of a duration of 10 years or longer.

Retinal imaging

Two-field or 9-field 45° photographs of both eyes
were taken by a trained orthoptist, using a TOPCON
TRC-NW6 or CANON CR-2 fundus camera (16). Two
grading teams of independent observers, each consisting
of a primary recently qualified and a secondary more
experienced ophthalmologist, were assigned to each pa-
tient. Graders, who were blinded to treatment exposure,
assessed all photographs for retinopathy, according to
the International classification of Diabetic Retinopathy
(14). Each eye was graded separately. To ensure the
intercenter reliability of the grading, each team graded
the first 100 patients of the other team independently.
Another independent grader undertook regular quality
assurance cycle procedures to test the intracenter reli-
ability and repeatability of the grading, using a prede-
fined random list. Macular edema was sought on color
photography. For confirmation, a macular optical co-
herence tomography could be performed in case of

https://academic.oup.com/jcem e1551

diagnostic doubt or to better characterize the macular
edema. Clinically significant macular edema was diag-
nosed as retinal thickening of 1 or more disc area/s
(any part of which lies less than a disc diameter from
the fovea) or hard exudates less than 500 um from the
fovea. Severe DR was defined as severe nonproliferative
DR or proliferative DR (inactivated or not by panretinal
photocoagulation <10 years and/or intravitreal injec-
tion) and /or macular edema.

Data collection

Time since T2D diagnosis, history of severe and
hypoglycemia, ketoacidosis,
antidiabetic therapy, current antihypertensive and lipid-
lowering medications, body mass index, systolic and
diastolic blood pressure, heart rate, and microvascular
as well as macrovascular complications were system-
atically recorded. Considerable attention was paid
to antidiabetic drug exposure (GLP-1RA, dipeptidyl
peptidase-IV inhibitors (DPP-IV), metformin, glinides,
sulfonylureas, thiazolinediones, insulin) and the dur-
ation (<3 months, 3-6, 6-24 months, 2-5, 5-10, 10-20,
>20 years) of any of these expositions. If patients under-
went several glucose-lowering therapies, all treatment
durations were recorded and then summed. Exposure
to GLP-1RA was defined as any GLP-1RA treatment re-
ceived for at least 3 months. HbAlc; total, low-density
lipoprotein, and high-density lipoprotein cholesterol;
triglycerides; aspartate aminotransferase (ASAT); ala-
nine aminotransferase (ALT); gamma glutamyl trans-
ferase (GGT), urine albumin-to-creatinine ratio, and
estimated glomerular filtration rate (eGFR, modifica-
tion of diet in renal disease (MDRD)) were recorded the
day of inclusion. All ophthalmological histories and as-
sociated pathologies (glaucoma, cataracts, hypertensive
retinopathy) were also collected.

nonsevere current

AngioSafe 2 T2D study (Study 2)

This was a randomized open label 4-week trial
(NCT02686177) comparing 1.2 mg liraglutide daily
subcutaneous injection versus no additional treatment
on top of metformin and/or insulin secretagogues in in-
sufficiently controlled obese patients with T2D patients
(n = 49). The number of patients needed to be included
were calculated at 20 patients per group compared
to similar studies (12). At baseline and after 4 weeks,
blood samples were drawn for determination of circu-
lating hematopoietic progenitor cells (HPCs), angiogen-
esis biomarkers (VEGF-A, VEGF-C, angiopoietin-like
4 (ANGPTLA4), angioietin 2 (ANGPT2), and angio-
miRNAs known to be associated with diabetic ret-
inopathy and/or angiogenesis (10, 11). We selected
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43 circulating miRNAs, because of their putative
dysregulation or implication in diabetic retinopathy or
their role in angiogenesis (16).

Enumeration of circulating progenitor cells

Hematopoietic progenitor cells (CD34*CD45%™
HPCs), and CD34" progenitor cells (CD34" PCs) were
enumerated with a whole blood flow cytometry protocol
adapted from the standardized ISHAGE single-platform
sequential gating strategy (17). Briefly, 100 pL of blood
was stained with fluorescein isothiocyanate-CD45 anti-
body, phycoerythrin-CD34 antibody or phycoerythrin-
immunoglobulin (Ig)G1, and 7-aminoactinomycin D
(7-AAD) (Beckman Coulter). After lysis of erythrocytes,
flow count beads were added to each sample for ab-
solute value quantification, and samples were analyzed
with a Navios Flow Cytometer equipped with CXP soft-
ware (Beckman Coulter). CD34*CD45%™ HPCs were
identified within 7-AAD-negative viable cells displaying
forward scatter (FSC)/side scatter (SSC) characteristics
corresponding to the lymphocyte cluster and respect-
ively CD45 Dim or Negative expression. The overall
CD34" PCs were identified using similar characteristics
but independently of the CD45 expression. The results
were expressed as absolute numbers of cells per milli-
liter of blood.

Analysis of HPCs with angiogenic activity (CD34
*CD45%™CD133*CD31* HPC) was performed using
a 3-color flow cytometry gating strategy after direct
immunolabeling of peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs). PBMC were isolated from heparinized per-
ipheral blood by density gradient centrifugation with
lymphocyte separation medium (PAA Laboratories,
Pasching, Austria), and labelled with 7-AAD Viability
Dye, fluorescein isothiocyanate-CD31  antibody
(Beckman Coulter), and of PEvio770CD133 anti-
body, APCvio770-CD45 antibody (Miltenyi Biotec).
Fluorochrome-conjugated murine IgG1 antibody was
used as fluorescence minus 1 control. After selection
of 7-AAD-negative cells, CD133*CD459™CD31* cells
were identified within CD34" cells displaying FSC/SSC
characteristics corresponding to the lymphocyte cluster.
The percentage of CD133*CD31" cells among CD34*
cells was determined, and absolute values were calcu-
lated by multiplying the percentage of each cellular
subpopulation by the absolute values of CD34" cells de-
termined as described above (17).

Angiogenesis biomarkers

Serum VEGF-A, VEGF-C, ANGPT2, and ANGPTL4
levels were measured by multiplex enzyme-linked im-
munosorbent assay (Biorad, France) as described in
Reference (16).

GLP-1R agonists therapy safety in T2 diabetes
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Characterization of circulating microRNAs

miRNAs were isolated from serum using miRNeasy
Mini kit (QIAGEN). Control miRNA (C. elegans-Cel_
miR-39, Qiagen) was added to each sample for stand-
ardization. PCR plates (Qiagen MiScript miRNA PCR
Array) were analyzed using a light cycler 480 system
(Roche, France).

Cell culture

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)
were prepared and grown as previously described (18).
Experiments were performed at passages 2 or 3. Normal
dermal human fibroblasts (NHDFs) were purchased
from Promocell and grown in Fibroblast Growth
Medium (Promocell) to 80% confluence. Medium was
then replaced by ECGM2 and conditioned medium was
then collected between day 2 and 6.

Animal procedures
Experimentswereapproved by thelocal ethics committee
(Institutional Animal Care and Use Committee of College

de France) and Ministére de ’Enseignement Supérieur et
de la Recherche (APAFIS # 2016042215075172).

Oxygen-induced retinopathy

Mouse pups (Janvier Labs), along with nursing
mothers were placed in 75% oxygen from postnatal
day P7 to P12 (19). To prevent oxygen toxicity and im-
prove survival, mothers (no more than 6 neonate mice
per litter) were transferred daily to a normoxic envir-
onment for 2 hours as in previously described (20). The
oxygen concentration was maintained using a Pro-OX
oxygen controller (BioSpherix). At P12, mice were re-
turned to room air. For each litter, pups were treated
every day up to P16 by subcutaneous injection of PBS or
exendin-4 at 25 nmol/kg (21). At P17, pups were euthan-
ized, eyes were enucleated and fixed for 2 hours in 4%
paraformaldehyde. Retinas were stained at 4°C over-
night using Isolectin GS-1B4 From Griffonia simplicifolia,
Alexa Fluor™ 568 Conjugate at 10 ug/mL (Molecular
Probes) in PBS-containing 0.5% Triton-X100 (Thermo
Scientific). Retinal flat mounts were generated, and im-
ages were acquired using a Zeiss Axiozoom objective
with a 2.3x zoom. The pathological neovascularization
and the vaso-obliterated areas were quantified using
Image] software (National Institute of Health).

3D endothelial sprouting assay

endothelial sprouting assay
was performed as previously described (22). Cytodex
beads (GE Healthcare Bio-Sciences AB) were stained
with Alexa Fluor™ 568 succinimidyl ester (1 pg/mL)
(Molecular Probes) and incubated with HUVECs. After

Three-dimensional
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24 hours, HUVEC-coated beads were resuspended in
ECBM2 containing 2.5 mg/mL fibrinogen (Millipore)
and aprotinin (40 pg/mL) (Thermo Scientific). The solu-
tion was distributed in a 96-well microplate with black
wells (PerkinElmer) and mixed with thrombin (0.5 U/
mL) (Millipore). Once fibrinogen mixture was com-
pletely polymerized, NHDF conditioned medium was
added on top of the fibrin gel in the presence or not
of different concentrations of Exendin-4 (0, 10, 30, and
100 nM) with or without 2.5 ng/mL of VEGFA16S5.
Culture medium was changed every day and capillaries
were allowed to grow for 4 days. After 20 minutes in 4%
PFA, cell permeabilization was induced by TritonX-100
(0.5%) and capillaries were then stained overnight at
4°C using Alexa Fluor™ 488 phalloidin (Molecular
Probes). Nuclei were stained with DAPI (0.5 pg/mL)
(Molecular Probes) for 15 minutes at room tempera-
ture. HUVEC-coated bead stacks were captured using a
Zeiss Axiozoom Apotome 2 with a 2.3x zoom and x100
objective. Three-dimensional endothelial sprouting was
analyzed and quantified using an Image] plugin devel-
oped in our laboratory.

Statistical analysis

All statistics were performed using SAS 9.4 (SAS
Institute, Inc., Cary, NC, USA), prism (v 6.00) soft-
ware (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA),
or MeV (TM4 software). All results are presented as
means = standard deviation (SD) or median (25th; 75th
percentiles). All normally distributed datasets were com-
pared using paired Student’s t-tests; non-normally distrib-
uted datasets were compared using the Mann—Whitney
U test and Wilcoxon signed-rank test, when applicable.
Two-way analysis of variance was used to examine the
influence of Exendin-4 and VEGF on cell proliferation
and survival. Relative risks of severe DR were esti-
mated by calculating odds ratios (ORs) and 95% confi-
dence intervals (CIs) using logistic regression. Additional
covariates were included to account for confounding
risk factors, including sex, age, diabetes duration, center,
HbA1c, eGFR (MDRD), neuropathy, macroangiopathy,
hypertension, insulin, secretagogues, metformin, statins,
antiplatelets, or antihypertensive therapies.

Sample size power calculation. We planned a study
with 320 case patients and 2834 control patients. Prior
data indicate that the probability of exposure among
controls is 0.187. We will be able to detect true odds
ratios for disease of 0.625 or 1.481 in exposed subjects
relative to unexposed subjects with probability (power)
of 0.8. The Type I error probability associated with this
test of the null hypothesis that this odds ratio equals 1
is 0.05. We will use an uncorrected chi-square statistic
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to evaluate this null hypothesis. A P-value <5% was
considered to be statistically significant.

Results

AngioSafe 1 T2D study was designed to evaluate the
impact of antidiabetic treatments, in particular GLP-
1RA exposure on severe DR in a cohort of 3348 T2D
patients. A total of 194 patients were excluded because
of non-T2D (latent autoimmune or secondary), or
nonreadable fundus photography (16). DR grading was
performed by trained ophthalmologists (mean intra-
and interindividual grading agreement was 99.1% and
96.2% respectively). Among the 3154 remaining pa-
tients, 10% (n = 320) displayed severe DR and 90% had
nonsevere DR or no DR (n = 2834) (Table 1). Severe
DR patients were significantly older, males, had longer
diabetes duration and a lesser controlled disease, with
higher HbA1lc and more exposure to insulin than con-
trols. As expected, they displayed more microvascular
and macrovascular complications and more cardiovas-
cular risk factors (more hypertension, lower cholesterol
levels with a higher use of statins) than controls. Patients
with severe DR were less exposed to metformin, secreta-
gogues, and incretin-based drugs (i-DPPIV and GLP-
1RA) but there was a trend towards higher GLP-1RA
exposure (P = .08). In multivariate analysis, sex, disease
duration, HbA1c, micro- and macroangiopathy, insulin
therapy, and hypertension remained strongly associated
with severe DR, while no association was found with
GLP-1RA exposure (OR 1.139 [0.800-1.622], P = .47)
(Table 2). Duration of exposure to GLP-1RA did not
change the analysis significantly (OR 1.056 [0.939-
1.188], P = .36). Remarkably, age and metformin were
found to be protective against severe DR (both, P < .03,
Table 2).

As evidence indicates that circulating HPCs, a het-
erogeneous population of bone marrow-derived pro-
genitor cells, can mobilize in response to endogenous or
exogenous signals such as pharmacological treatments
(23), supporting vascular growth (24) and might affect
the development of DR, we further examined whether
their numbers vary under GLP-1RA treatment. The
prospective AngioSafe 2 T2D study (different from
AngioSafe 1) was thus designed to determine whether
1.2 mg of liraglutide versus no additional treatment
(on top of metformin and/or insulin secretagogues)
affects potential angiogenic biomarkers in insuffi-
ciently controlled obese type 2 diabetic (T2D) patients.
Biomarkers investigated included circulating HPCs,
circulating levels of VEGF-A, VEGF-C, angiopoietin-2
(ANGPT2, and ANGPTL4 as well as angio-miRNAs
(10). As expected, the GLP-1RA treatment led to

120z AINF 2z uo Jasn WYOY HOd Ad 6092855/67G | 8/+/G0 | /a[01He/wad(/wod dno olwapede//:sdly wolj papeojumoq



e1554 Gaborit et al

GLP-1R agonists therapy safety in T2 diabetes

J Clin Endocrinol Metab, April 2020, 105(4):e1549-e1560

Table 1.
Status in the AngioSafe Study 1 Cohort

Comparison of Clinical Characteristics of T2D Patients Depending ontheir Diabetic Retinopathy

Total Severe Diabetic Retinopathy
Presence Absence P-value®

Number 3154 320 2834
Age (range) (year) 62 (55-69) 64 (56-71) 62 (54-69) .017
Males n (%) 1819 (57.8) 205 (64.1) 1614 (57) .0147
HbA1c (range) (%) 7.6 (6.8-8.6) 8.1(7.3-9) 7.5 (6.7-8.5) <.0001
Duration of diabetes (range) (years) 12 (6-20) 20 (12-27) 12 (6-18) <.0001
Microangiopathy

eGFR MDRD (range) (mL/min) 88.8 (70-105) 81 (54-98) 89.6 (72-106) <.0001

UACR (range) (mg/mmol) 1.36 (0.6-5.3) 4(1.1-18.7) 1.3(0.6-4.2) <.0001

Neuropathy 446 (14.7) 99 (32.8) 347 (12.7) <.0001
Macroangiopathy® 650 (20.6) 124 (39.2) 526 (18.6) <.0001
Cardiovascular risk factors

Hypertensiond 2007 (63.6) 254 (79.4) 1753 (61.9) <.0001

Smoking (%) 485 (15.9) 46 (15.1) 439 (16) 6705

BMI (range) (kg/m?) 28.8 (25.7-32.7) 29 (26.3-33) 28 7 (25.6-32.6) .2860

LDLc (range) (mmol/L) 2.48 (1.9-3.1) 2.37 (1.75-3.0) 51 (1.9-3.1) .0069

HDLc (range) (mmol/L) 1.14 (0.96-1.37) 1.11(0.93-1.37) 11 (0.96-1.37) 1476

TG (range) (mmol/L) 1.37 (1-1.9) 1.37 (1-1.9) 1 37 (1-1.9) .9089
Diabetes therapy

Insulin 1103 (35) 215 (67.2) 888 (31.3) <.0001

Metformin 2285 (72.7) 192 (60) 2093 (74.1) <.0001

Secretagogues 1306 (41.5) 105 (32.8) 1201 (42.5) .0008
Other medications

Statins 1769 (56.7) 204 (64.6) 1565 (55.8) .0029

Antiplatelets 1125 (36.1) 155 (48.9) 970 (34.7) <.0001

Antihypertensives 1919 (61.5) 246 (77.6) 1673 (59.6) <.0001
Exposure to

Incretin-based drugs 1521 (48.2) 122 (38.1) 1399 (49.4) .0001

GLP-1 RA 604 (19.2) 73(22.8) 531(18.7) .0795
GLP-1 RA duration of exposition

<3 months 29 (4.8) 3(4.1) 6 (4.9) 7646

3-6 months 71(11.8) 10 (13.7) 1(11.5) .5847

6 months to 2 years 214 (35.4) 27 (37) 187 (35.2) .7632

2 to 5 years 179 (29.6) 16 (21.9) 63 (30.7) 1230

51to 10 years 94 (15.6) 14 (19.2) 0(15.1) .3657

10 to 20 years 17 (2.8) 3(4.1) 4 (2.6) 4653

P values in bold indicate P values < .05.

Abbreviations: BMI, body mass index; BP, blood pressure; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density

lipoprotein; TG, triglyceride; UACR, urinary albumin to creatinine ratio.

9From the chi-square test for categorical variables and t test for continuous variables.

bDefined as abnormal monofilament test or clinical sign of peripheral neuropathy.

‘Defined as history of coronary artery disease and/or or stroke and/or lower limb peripheral arterial disease.
9Defined as systolic BP >140 mmHg or diastolic BP =90 mmHg, or use of antihypertensive medications.

a significant improvement in weight (-3.5 = 3.6 vs
+0.1 = 2.6 kg), glycemic control (HbAlc -0.51 [-1.25
to =0.25] vs +0.05 [-0.60 to +0.26]% and lipid param-
eters (TG -0.21 = 0.45 vs +0.16 [+0.07 to +0.33]
mmol/L. compared with control group respectively, all
P < .01. The number of HPCs (CD34*CD45%™ HPCs
and CD34+CD45dimCD31+CD133+) was not statis-
tically different at baseline and after a 4-week treat-
ment, between liraglutide and control group (Table 3).
Circulating levels of ANGPT2 significantly increase in
both liraglutide and control groups but without dif-
ferences between groups (P = .66, Table 3). In add-
ition, changes in VEGF-A, VEGF-C, and ANGPTL4

circulating levels did not differ between treatment
groups. Finally, angiomiR levels were not statistically
different between baseline and 1-month treatment as
well as between control and liraglutide-treated patients
(16), whereas the majority of them were upregulated
in patients with severe DR versus patients with no DR
paired for age, sex, hypertension, and HbA1C (16).

Taken together, both AngioSafe 1 and AngioSafe 2
T2D studies suggest that exposure to GLP-1RA is nei-
ther associated with severe DR nor with rapid angiogenic
biomarker changes in humans.

As previous publications reported proangiogenic
effects of GLP-1RA (25, 26), we next sought to
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Table 2. Independent Factors Associated With Severe
DR, Multivariate Analysis, the AngioSafe Study 1
OR (95% ClI) P-value

GLP-1 RA Exposition 1.139 (0.800-1.622) 4715
Age 0.975 (0.959-0.990) .0016
Male 1.366 (1.019-1.832) .0369
Diabetes duration 1.050 (1.033-1.066) <.0001
HbA1c 1.158 (1.055-1.272) .0021
Center 1.212 (0.880-1.669) .2385
Microangiopathy

eGFR (MDRD) 0.990 (0.984-0.995) .0003

Neuropathy® 2.153 (1.567-2.958) <.0001
Macroangiopathy” 1.688  (1.207-2.359) .0022
Diabetes therapy

Insulin 2.345 (1.709-3.217) <.0001

Secretagogues 0.881 (0.645-1.202) 4239

Metformin 0.716 (0.527-0.974) .0332

DPP-IV 0.892 (0.612-1.302) .5548
Cardiovascular risk

Statins 0.861 (0.620-1.195) 3714

Antiplatelets 0.976 (0.702-1.357) .8844

hypertension 1.472 (1.014-2.136) .0419

P values in bold indicate P values < .05.

“Defined as abnormal monofilament test or clinical sign of peripheral
neuropathy.

bDefined as history of coronary artery disease and/or or stroke and/or
lower limb peripheral arterial disease.

characterize whether human endothelial cell prolifer-
ation and survival were affected by using exendin-4.
Using Incucyte technology, we here show that exendin-4
has no effect on proliferation and survival of endothelial
cells, either alone or used in combination with VEGF
used at 2.5 ng/mL (Fig. 1A and 1B). We then analyzed
the effect of exendin-4 on the formation of human endo-
thelial capillaries using a 3D cytodex bead model into
which polarized endothelial cells form adherens junc-
tions that allow lumen formation and proper vascular
morphogenesis (27, 28). No capillary sprouting could
be observed in the absence of VEGF whatever the con-
centration of exendin-4 (16). We then added VEGF at
2.5 ng/mL as a positive control and analyzed whether
exendin-4 could thus modulate vascular morphogenesis
(Fig. 1C-F). Our data clearly show that exendin-4 had
no effect on total capillary length (Fig. 1G) and number
of capillaries (Fig. 1H).

We then used oxygen-induced retinopathy in mice
in vivo as a model for vascular pathology in the retina
(19). Exendin-4 was injected at a daily dose of 25 nmol/
kg between P12 and P16, time at which angiogenesis
occurs in this model. At P17, mice were euthanized and
retinas were flat-mounted and stained (Fig. 11 and 1J).
Neovascularization was not altered by exendin-4 treat-
ment (Fig. 1K) whereas vascular regrowth in the vaso-
obliterated area was slightly inhibited in the exendin-4
treated group compared with controls (Fig. 1L). The
data demonstrate that exendin-4 does not alter these
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retinal pathological mechanisms in the development of
DR.

Discussion

In this study, our results confirm that GLP-1RA ex-
posure is not associated with severe DR. Recent large
clinical trials have suggested that GLP-1RAs may
worsen or possibly increase the risk of DR (4, 5), thus
DR risk factors remain uncertain in patients with T2DM
(29). The results of our AngioSafe T2D studies are in
line with recent meta-analysis and studies based on ad-
verse reporting system that showed no evidence of an
association between GLP-1RA and DR (29-31). Here,
we assessed retinopathy according to the International
classification of Diabetic Retinopathy (14) and we re-
port that GLP-1RA exposure was not associated with
severe DR. Moreover, our results highlight the import-
ance of taking into account many potential confounding
factors such as insulin exposure, which may reflect a
more advanced stage of the disease, as opposed to
age and metformin which were, in-fact, protective in
the case of severe DR. Accordingly, Douros et al. (32)
showed that new users of GLP-1RA were associated
with a 33% decreased risk of DR compared with new
users of insulin, while the hazard ratio was 1.00 (95%
CI 0.85-1.17) when compared with the use of at least
two oral antidiabetic drugs. Given the dynamic nature
of pharmacotherapy in T2D, past and ongoing medi-
cations are also important to consider when evaluating
risk factors for retinopathy. Our study is retrospective
and does not infer any causality yet remains relevant
with our thorough retinal imaging, such studies are as
of yet scarce.

Several studies have demonstrated that bone marrow-
derived progenitor cells are reduced in number and dys-
functional in T2D (31). Depletion of these progenitor
cells occurs at an early stage of T2D, and this effect is
amplified in patients with advanced vascular complica-
tions. In contrast, an increased number of circulating
CD34"CD435 cells was observed in patients with prolif-
erative DR compared with controls (33). Several studies
have also shown that DPPIV inhibitors increase circu-
lating progenitor cells, through the SDF-1a/CXCR4
axis as early as 4 days after initiating treatment (12,
34, 35). Fadini et al. (12) showed that a 4-week treat-
ment increased CD34"/KDR" cells in type 2 diabetic
patients treated with sitagliptin. The same authors also
observed a significant increase in CD34*/CD133" pro-
genitor cells, CD34"/KDR", and CX3CR1" monocytes
only after 4 days of treatment in T2D patients treated
with linagliptin compared to placebo (35). In our study,
we further examined the potential adverse effect of
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Table 3.

Effect of One-Month Liraglutide Treatment on Circulating Hematopoietic Progenitor Cells in a

Population of Obese Type 2 Diabetic Patients (n = 49), AngioSafe Study 2

Liraglutide Group (n = 28)

Control Group (n = 21)

Variables TO T P TO T1 [
Age, years 52 +£10 55+8 144
Duration of diabetes, 3(1;10) 9(3;15) .067
years
Anthropometric parameters
Weight, k% 101.9+18.4 98.5+19.3 <001 942152 94.3 +15.5 .810 <.001
BMI, kg/m 34.7 (30.4,40.4) 343+59 <.001 31.5(29.4,38.8) 31.2(28.7;39.2) .969 <.001
Waist 113+ 16 111 £15 <.001 108 + 14 108 £ 12 916 .020
circumference, cm
Hemodynamic parameters
Systolic B, mmHg 129 (120;135) 122 + 11 .072 125+ 15 128 £ 13 461 .091
Diastolic BF, mmHg 77 (71;85) 75+ 10 .328 73+ 10 76+ 8 219 .070
Glucose profile
Fasting plasma 8.20 (6.63;10.08) 5.95(5.10;7.63) <.001 7.00(6.25;8.65) 7.60(6.55;10.20) .041 <.001
glucose, mmol/L
HbA1c, % 7.43 (6.49;9.49) 7.05+1.30 <.001 7.57 = 1.56 7.42 +1.16 .286 .003
Fructosamine, 256 (234;338) 227 (217,;253) <.001 251 (233;282) 275 £ 41 156  <.001
pmol/L
Lipid profile
Total chol, mmol/L 485+ 1.33 429 +1.65 .003 4.84 +0.87 4.68 + 0.97 317 .075
LDL chol, mmol/L 2.99 +1.06 2.66 +1.23 <.001 2.90+0.79 2.66 +0.72 .036 .276
HDL chol, mmol/L 1.11(0.96;1.29) 1.09 +0.27 .022 1.25+0.33 1.22 +0.33 .680 T71
Triglycerides, 1.43(1.09;2.20) 1.32(0.93;1.71) .025 1.53+0.50 1.79 £ 0.68 .033 <.001
mmol/L
Liver parameters
ASAT (range), Ul/L 23(19;29) 22 (18;30) .876 22 (20;28) 23(18;29) .826 913
ALAT, UI/L 34 £ 15 26 (20;47) .582 27 (21,;38) 27 (17,36) 232 .848
Inflammatory parameter
Hs CRP, mg/L 3.1(1.6;6.9) 2.7 (0.9;7.0) .189 6.3(2.0;12.7) 4.1(2.1;10.9) .568 173
Angiogenic parameters
ANGPTL4, ng/mL 467.3 + 320.1 395.1(197.4,845.9) 414 3724 + 3755 501.3 +315.3 438 618

VEGFa, ng/mL
VEGFc, ng/mL
ANGPT2, ng/mL
Hematop0|et|c progenitor cells

203.9 (169.6;308.3) 266.7 £ 110.4
471.7 (292.2;674.9) 591.7.1 +318.9

CD34* 45%m 1792 (1583;3068) 1849 (1307;2536)
CD34* 45d'm 982 (705;1432) 884 (681;1564)
CD133% n

421.3(223.6;796.5) 564.4(247.9;771.0)

138 257.7+£133.3
.052 611.4 +305.0
.041 687.6 +364.1

277.0+133.6 269 796
690.1 + 383.9 124 765
818.8 +457.3 .040 .664

1985 + 601 239 .088
1124 = 411 706 443

239 1734 (1368;2771)
630 1193 +480

Variables with a non-Gaussian distribution are represented as median (25th; 75th percentile) and variables with Gaussian distribution as mean + stand-

ard deviation. P values in bold indicate P values < .05.

Abbreviations: BMI, Body mass index; BP, Blood pressure; Chol: cholesterol; Hs CRP, high sensitivity C-reactive protein; LDL chol, Low Density Lipopro-

tein cholesterol; HDL chol: high density lipoprotein cholesterol.
P for the comparison between TO and T1 in liraglutide group.
bp for the comparison between TO and T1 in control group.

‘P for the comparison of percentage change between groups.
P < .05 considered as significant.

GLP-1RA treatment: whether cell numbers might vary
rapidly under liraglutide treatment. Our results showed
not effect of liraglutide on progenitor cell mobilization
compared with the nontreated control group. In com-
parison, we observed a significant increase of circulating
CD34"CD45™ cells in patients with endothelial disrup-
tion, as previously reported in systemic sclerosis (36).
Our findings, though they cannot be generalized to all
GLP-1RA, are in disagreement with direct and rapid
effects of liraglutide on the recruitment of circulating
progenitor cells.

Various studies have identified dysregulated miRNAs
in DR (10) and some of them such as miR200b are
currently being tested for therapeutic potential in
DR. Zampetaki et al. (13) proposed that angiogenic
microRNAs were linked to incidence and progression of
DR in type 1 diabetes. This represents a major interest
in assessing the potential of circulating miRNA as bio-
markers of DR. Here, we determined whether these cir-
culating miRNAs could be modulated by liraglutide.
Our results show no modulation of angiomiRs ex-
pression levels in liraglutide-treated patients compared
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Figure 1. (A) Quantification of human endothelial cell (HUVEC) proliferation treated or not with exendin-4 + VEGF165. Proliferation rate was
calculated by subtracting cell confluency at TO from cell confluency at each time. Then, a proliferation index was calculated at T = 70 hours

by normalizing proliferation index in each condition by that of control cells (no exendin-4, no VEGF). Graphs represent mean + SEM (n = 3
independent experiments; two-way analysis of variance). NS, no significant difference. Effect of VEGF: ***P = 1.51 x 107°; effect of Ex4: NS

P = .835; interaction: NS P = 0.973. (B) Quantification of human endothelial cell (HUVEC) survival treated or not with exendin-4 + VEGF165. Cell
viability was calculated by dividing the live cell count by the total cell count (live+dead cells). A survival rate was calculated by subtracting cell
viability at TO from cell viability at each time. Then, a survival index was calculated at time = 70 hours by normalizing proliferation index in each

120z AINF 2z uo Jasn WYOY HOd Ad 6092855/67G | 8/+/G0 | /a[01He/wad(/wod dno olwapede//:sdly wolj papeojumoq



e1558 Gaborit et al

with the nontreated control group. To our knowledge,
this has never been reported to date. In line with these
observations, circulating levels of VEGF-A, VEGF-C,
ANGPT2, and ANGPTLA4, assessed as potential angio-
genesis biomarkers, did not differ between groups. The
angiopoietin family has been found to have a major
role in angiogenesis and retinal neovascularization.
In mice, ANGPT2 is upregulated by hyperglycemia,
at the point of the retina and endothelial cell and in-
duce pericyte loss via a3p1 integrin signaling (37). In
humans, increased VEGF and Ang-2 levels, as well as
lower soluble angiopoietin receptor tie-2, were seen
among patients with preproliferative and proliferative
retinopathy (38). ANGPTL4 has been found to promote
retinal neovascularization in proliferative DR patients.
Expression of ANGPTL4 was markedly increased in the
aqueous and vitreous of proliferative DR patients and
inhibition of ANGPTL4 reduced the angiogenic poten-
tial of hypoxic retinal cells (39).

Previous publications reported proangiogenic ef-
fects of exendin-4 using human umbilical vein endo-
thelial cells (25, 26). Angiogenesis is a highly regulated
multistep process that controls diverse biological func-
tions necessary for endothelial cell morphogenesis such
as migration, proliferation, cell guidance events, and
cell polarity. This in vitro 3D model recapitulates all key
steps of angiogenesis from proliferation and migration
of endothelial cells to vascular morphogenesis. Here, we
further extended our clinical studies to in vitro and in
vivo experimental studies aimed at examining whether
exendin-4 might affect angiogenesis. Human umbilical
vein endothelial cells were treated with various doses of
exendin-4 (up to 100nM) showing no effect on survival,
proliferation and 3D vascular morphogenesis. Whereas
endothelial cell proliferation and survival in response to
exendin-4 were not carefully studied in previous work,
our results do not confirm preceding observations.
Whereas Kang et al. [26] used a single dose of exendin-4,
that is, 100 nM, Aronis et al. [25] showed that GLP-1
stimulation was biphasic: promoting angiogenesis at
doses ranging between 200 and 1000 nM, with the max-
imal effect observed at 500 nM. Nevertheless, 2000 nM
did not trigger any significant angiogenic response. The
same authors propose that increased concentrations of
GLP-1 may bind to and activate GLP-1R, or other recep-
tors, with altered affinity. Indeed, GLP-1 concentrations

GLP-1R agonists therapy safety in T2 diabetes
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range between 0.4 and 1.4 pM in the fasting state and
10 and 12 pM postprandially (40), and can reach up
to 2000 pM after pharmacological administration (41).
Such circulating levels are significantly lower than doses
used in their study and would therefore deserve further
investigation. Also, Kang et al. used a coculture model
in which fibroblasts of unknown origin were layered on
top of endothelial cells. The effects they observed might
therefore be related to the activation of fibroblast re-
ceptors, which in turn may trigger uncharacterized
signaling events affecting endothelial cells.

In vivo, we used systemic exendin-4 treatment
of newborn mice in a model of ischemia-induced
neovascularization of the retina. Our results show no
effect on neovascularization and less revascularization
of vasobliterated areas. This classical in vivo model of
retinopathy has limits; it is well known it can reproduce
angiogenic proliferation, that is, neovascularization,
which is not affected by exendin-4 here, whereas
microvascular regrowth in vaso-obliterated areas is de-
pendent on other mechanisms (42). These results thus
demonstrate that exendin-4 does not promote retinal
angiogenesis that could mediate increased retinopathy.
These results are in line with recent data showing that
linagliptin, a DPP-IV inhibitor, does not promote ret-
inopathy. Indeed, Kolibabka et al. (43) recently dem-
onstrated that linagliptin exerts antiangiogenic effects
mediated by VEGF-R signaling inhibition.

Our study has several strengths. We combined experi-
mental and clinical data focused on retinal imaging and
history of antidiabetic drug exposure since diagnosis
with important clinical characteristics such as diabetes
duration, glycemic control, chronic kidney disease, neur-
opathy, hypertension, and dyslipidemia. This study also
has some limitations. Owing to its observational nature,
we cannot exclude potential residual confounding fac-
tors. Patients with severe DR had more cardiovascular
risk factors than patients without severe DR. This could
have influenced the results and needs further evaluation.
Furthermore, there are memory biases linked to the re-
call of all antidiabetic treatments taken since diagnosis.
However, we likely reduced this bias by looking at med-
ical records, and by using predefined ranges of exposure
duration. The cross-sectional nature of data cannot in-
form on the causal link between severe DR and GLP-
1RA, and prospective studies specifically dedicated to

condition by that of control cells (no exendin-4, no VEGF). Graphs represent mean + SEM (n = 3 independent experiments; two-way analysis

of variance). NS, no significant difference. Effect of VEGF: ***Pval = 6.01 x 107°; effect of Ex4: NS P = .802; interaction: NS P = .739. (C-H) 3D
sprouts from human endothelial cells (HUVECs) treated with VEGF165 + exendin-4. These images are representative of at least 30 Cytodex beads,
respectively, analyzed in three independent experiments; Kruskal-Wallis. Scale bar, 50 ym. (G) Total capillary length per bead: NS P = .6983. (H)
Mean of skeleton number per bead: NS P = .6467. (I-L) Images of whole-mount P17 retinas stained with IB4 (1,J). The avascular area is outlined in
red. Scale bars represent 200 ym. (K) Neovascularization (Mann-Whitney U test; NS P = .8919) and (L) vaso-obliteration values (Mann-Whitney U
test; ** P =.00425) (K and L respectively) are expressed as % of total retina surface.
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DR are warranted. The Angiosafe 2 T2D study 2 aimed
to evaluate the effect of a GLP1-RA on progenitor cell
mobilization but was not designed to evaluate the effect
of GLP1-RA on DR development.

In summary, this AngioSafe T2D study provides ex-
perimental and clinical data regarding the possible
proangiogenic effect of GLP-1RA, and its association
with severe diabetic retinopathy.
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Introduction

Les patients diabétiques de type 2 (DT2) sont a haut risque de complications cardiovasculaires
et de formes graves de COVID-19. Le DT2, I'athérosclérose et le COVID-19 ont pour point
commun une pathogenese liée a un état inflammatoire pathologique. Les monocytes sont
capables d’avoir une action propre anti- ou pro-inflammatoire, mais aussi de s’infiltrer dans
les tissus et de s’y différencier en macrophages. Dans cette thése, nous testons I’hypothése
gu’ils pourraient étre associés a la mise en place du diabéte et de ces deux complications.

Méthodes

Les monocytes (totaux, classiques, intermédiaires et non classiques) d’une cohorte de DT2 ont
été quantifiés (en immunophénotypage), puis leurs corrélations avec les données cliniques,
biologiques et cardiovasculaires de ces patients ont été étudiées. Une analyse des
modifications transcriptomiques des monocytes en fonction du risque cardio-vasculaire (RCV)
a été réalisée.

Le modeéle du diabéte gestationnel a été utilisé pour évaluer les changements monocytaires
(compte total et répartition des sous-groupes en immunophénotypage) entre la normo-
glycémie, le pré-diabete et le DT2. La relation entre le lipidome de ces femmes et les
caractéristiques des monocytes a enfin été étudiée.

Les monocytes, analysés par immunophénotypage, de patients hospitalisés pour
pneumopathie a COVID-19, diabétiques ou non, ont été comparés.

Résultats

Dans la population DT2 (n=340), le compte de monocyte est associé au sexe, a I'IMC, au
tabagisme, a la créatininémie et au RCV. Seuls les monocytes classiques (MC) sont associés au
RCV.

Le pourcentage de MC augmente entre la normo-glycémie (n=47), le pré-diabete(n=27) et le
DT2(n=17), sans qu’une relation avec les modifications lipidomiques n’ait pu étre identifiée.
Les patients DT2/COVID-19 (n=30) avaient une monocytopénie (expliquée par une diminution
des MC) relative par rapport aux patients COVID-19 non-DT2(n=15), mais des monocytes plus
gros.

Conclusion

De par leurs modifications de répartition, les monocytes semblent bien associés a la
pathogenese du diabéte et de ses complications. Néanmoins leurs réles exacts restent a
explorer avant de pouvoir imaginer en faire une cible thérapeutique.
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