République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de 'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
j@{ UNIVERSITE de TLEMCEN /
@{j@%% iculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la \ (

D g
v

Terre et de I'Univers Biomolim
Département de Biologie | ‘

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et d'Immunologie
W04144100

Mémoire
Présentée par
Bensounaimane
En vue de I'obtention du

Diplédme de MASTER en Immunologie

Théme
Trained immunity in the context of covid-19.

Tryptophane as a biomarker of monocyte activity during SARS-COV-2
infection.

Soutenu le, devant le jury composeé de :

Dr . Maroua MILIANI MCB Université de Tlemcen
Présidente
Dr. Nabila BRAHAMI MCA Université de Tlemcen
Encadrante
Dr. Farah DJELTI MCB Université de Tlemcen

Examinatrice



Résumé i

Résumé

Introduction : les monocytes sont des cellules de 'immunité innée présentent une capacité
d’'une mémoire immunitaire jouer un role essentiel en tant que cellules de la premiére ligne
de défense contre les agents pathogene y compris le SARS-COV-2 qui cause la maladie
Covid-19 qui menace la population humains dans le monde entier . le tryptophane comme un

biomarqueur de 'activité de monocyte au cours d’infection au SARS-COV-2 .

Objectif : étudier la mémoire immunitaire innée des monocytes en employant le tryptophane

comme biomarqueur au cours de premiére et de deuxiéme infection par SARS-COV-2 .

But : montrer I'effet de tryptophane sur 'activité des monocytes chez les personnes sains et

les personnes atteins une SARS-COV-2 atténuer .

Matériels et méthode : nous avons mené une étude comparative entre deux groupes des
personnes . Un groupe sains et un groupe dija infecté par le SARS-COV-2 ( virus atténuer )

l'activité des monocytes a été évaluer sur les surnageants de culture de PBMCs .

Résultats : puisque nos travaux serons présentés dans un article scientifique, nous devons

réserver les résultats .

Conclusion : Dans cet travail nous étudions le Covid-19 qui est un maladie mortelle et
limmunité entrainée des monocytes en utilisant le tryptophane comme un biomarqueur au
cours de l'infection par SARS-COV-2 .

Mots clés : Covid-19 : SARS-COV-2 , monocyte , tryptophane



Abstract iv

Abstract

Introduction : Monocytes are cells of innate immunity exhibiting an immune memory
capacity play an essential role as cells of the first line of defense against pathogens including
SARS-COV-2 which causes the Covid-19 disease that threatens the human population
worldwide. Tryptophan as a biomarker of monocyte activity during SARS-COV-2 infection.

Objectives : study the innate immune memory of monocytes by using tryptophan as a
biomarker during first and second infection with SARS-COV-2.

Aim : to show the effect of tryptophan on the activity of monocytes in healthy people and
people with SARS-COV-2 attenuate.

Materials and methods : we conducted a comparative study between two groups of people.
A healthy group and a group infected with SARS-COV-2 (attenuate virus) the activity of
monocytes was evaluated on PBMCs culture supernatants

Results: since our work will be presented in a scientific article, we must reserve the results .

conclusion: In this work we study Covid-19 which is a deadly disease and the trained

immunity of monocytes using tryptophan as a biomarker during infection with SARS-COV-2.

key words : Covid-19, SARS-COV-2, monocyte, tryptophan.
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Introduction

Introduction

Le monocyte est une cellule de 'immunité innée provient de la moelle osseuse a partir
des cellules souches hématopoiétiques , circule dans le sang périphérique par la suite migre
vers les tissus pour se différencié en macrophage tissulaire et en cellule dendritique (Hussen
et al. 2013)

Il joue des rdles importants dans I'immunité y compris la défense immunitaire contre les
agents pathogeénes et les cellules mortes par la phagocytose , la réponse inflammatoire ,
’homéostasie , la réparation et le remodelage des tissus (Boyette et al. 2017) et la
présentation antigénique (Girndt et al. 2020) . il est divisé en trois sous-populations majeurs
notamment classique , non classique et intermédiaire selon leur expression des récepteurs
de surface CD14 et CD16 chaque une a sa capacité et des marqueurs spécifiques .(Merah-
Mourah et al. 2020)

Depuis décembre 2019 , une nouvelle pandémie de maladie a coronavirus 2019 ( Covid-19 )
causée par le syndrome respiratoire aigue sévere 2 ( SARS-COV-2 ) de type pneumonie
menace la population humaine dans le monde entier , apparu dans la ville Wuhan la

province Hubei en Chine . (Rabaan et al. 2020)

Cette souche mortelle transmise par les animaux sauvages tels que les chauves-souris ,
les serpents et les pangolins . (Yang et al. 2020) Le SARS-COV-2 est un virus de type
bétacoronavirus (Chen et al. 2020) a ARN a brin positif d’environ 30 Kb associée a une
protéine nucléopside ( N ) et entourés par trois protéines membranaires structurelles y

compris spike ( S) , membrane ( M) et enveloppe ( E) (Wang et al. 2020)

Les monocytes contrdlent les agents pathogenes notamment le SARS-COV-2 .aprés la
contamination , certains de leurs action sont troublées et par la suite provoque une
augmentation de la pathogénicité du Covid-19 , quelques travaux montrent que le taux de
monocyte diminue chez les patient infectés par le Covid-19 (Meidaninikjeh et al. 2021) et
causerait une tempéte des cytokines.(Schultze &  Aschenbrenner 2021)



Introduction

Le tryptophane est un acide aminé introduit dans la synthése des protéines (Gao et al.
2020) non synthétisé au niveau du corps humain donc doit étre complété avec des
nutriments (Zulpaite et al. 2021) sa concentration normale dans le sang environ 73 + 14,9
pmol/l , se trouve soit en forme libre soit associé a l'albumine . Le métabolisme de
tryptophane comporte trois voies y compris la kynurénine , sérotonine et la biosynthése des

protéines . (Gostner et al. 2016)

L’'objectif de ce travail est d’étudier la mémoire immunitaire innée des monocytes en
employant le tryptophane comme un biomarqueur au cours de premiere et de deuxieme
l'infection par SARS-COV-2 pour cela un essai ex-vivo est réalisé a des conditions différents
au niveau de laboratoire de Biologie moléculaire appliquée et immunologie de l'université de

Tlemcen , sous la direction du professeur MOURAD ARIBI .
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Chapitre 1 : Revue de la littérature
1.1. Monocytes
1.1.1 Deéfinition

Dans les années 2000, les monocytes sanguins définis comme une sous-ensemble
hétérogéne de globule blanc (Duroux-Richard et al. 2019) , chez 'homme représentent
environ 5 a 10% des leucocytes périphériques (Trottein et al. 2009).

le monocyte est une cellule de systéme immunitaire innée contribue a la premiére ligne
de défense contre les agents pathogénes , provient de la moelle osseuse , circule dans le
sang périphérique puis il migre vers les tissus pour différencie en macrophage tissulaire et
en cellule dendritique (Hussen et al. 2013).

1.1.2 Morphologie

Les monocytes participent au systéme phagocytaire mononucléaire(Yoon et al. 2014).
Chez l'adultes , la taille du monocyte est environ 5.3% et le diamétre est 12 a 20

pm(Prinyakupt & Pluempitiwiriyawej 2015).

Le noyau de monocyte est volumineux , bilobé , sous forme U ou rein ( dans les frottis
sanguins ) avec une chromatine organisée en agrégats en grappes reli€és entre eux par un
matériaux eucromatico ( canaux et I'espaces ) qui sont grands dans le noyau pour facilités la

distortion de la chromatine dans la migration (Skinner & Johnson 2017)
1.1.3 Monocytopoiése

Les monocytes proviennent de la moelle osseuse a partir de cellules souches
hématopoiétiques multipotentes qui se développent en progéniteurs myéloides CD34+
communs , progéniteurs granulo-monocytaires et progéniteurs monocytaires puis circulent

sou I'action de chimiokine CCL2 via leur récepteure CCR2 (Wong et al. 2019).

~

La différenciation de monocyte ou de granulocyte se fait a partir de formation de
granulocyte —macrophage ( CFU-GM) par les progéniteurs bipotentielle(Santangelo et al.
2001) en fonction des concentrations locales de facteure de stimulation des colonies (FSC)
spécifiques Selon la figure 1.1 (Weston et al. 2018).
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Bone morrow Blood
Cellule
Cellule souche Progéniteurs précurseur mature

CSH CFU-GEMM CFU-GM CFU-M Monoblaste Monocyte

Figure 1.1 : Porigine de monocyte d’aprés (Mosser & Edwards 2008)

CSH : cellule souche hématopoiétique , CFU-GEMM : colony-forming-unit-granulocyte, erythroid ,
macrophage, megakaryocyte , CFU-GM : colony-forming-unit-granulocytes, macrophages , CFU-M :

colony-forming-unit-granuleuse .
1.1.4 Role des monocytes

Les monocytes jouent des fonctions immunologiques multiples , y compris la défense
immunitaire contre les agents pathogenes et les cellules mortes par la phagocytose , la
réponse inflammatoire , ’homéostasie , la réparation et remodelage des tissus et considérés
comme des précurseurs systémiques pour les macrophages tissulaires et les cellules
dendritiques inflammatoires (Boyette et al. 2017). En outre les monocytes du sang
périphérique peuvent agir comme des cellules présentatrices d’antigene (Girndt et al. 2020).

Production des cytokines inflammatoires , d’espéces réactives de l'oxygénes ( ROS) ,
'oxyde nitrique ( NO ) (Wacleche et al. 2018) et les chimiokines (Boussommier-Calleja et al.
2019).

1.1.5phagocytose
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La phagocytose est un forme particuliere d’endocytose et composant important dans
limmunité innée (Jaumouillé & Waterman 2020) , définie comme un processus cellulaire
spécialisé permettant d’'ingestion et la clairence des agents pathogénes ( bactéries , cellules
mortes , débrits tissulaires et les corps apoptotiques ) de plus de 0.5 um de diamétre
(Richards & Endres 2014) , pour le but de neutralisation des micro-organismes ,
’homéostasie tissulaire , renouvellement de globule rouge et la survillance des tumeurs
(Haney et al. 2018).

Les différentes phases impliqué dans la phagocytose y compris : La détection et
'adhérence de la particule a ingérer , l'internalisation , formation de phagosome , la
digestion représenter par la fusion du phagosome et des lysosomes pour former le
phagolysosome pour la digestion du pathogéne et le rejet ou expulsion ( déchets de
digestion rejetés a I'extérieure du phagocyte).Selon la figure 1.2 (Uribe-Querol &
Rosales 2020) .

1. Adhérence 2. Internalisation

?
phagosom 4 Pathogéne
o

Lysosomes
Phagocyte
(monocyte)

3. Digestion 4 . Expulsion

Figure 1.2 : la phagocytose de monocyte d’aprés (Uribe-Querol & Rosales 2020)

1.1.6 Différenciation
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Les monocytes humains circulentes considérés comme des précurseurs des macrophages
ou des cellules dendritiques (DC) dérivées de monocytes dans les tissus (Champion et al.
2018). Dans la différenciation , les monocytes perdent le processus de la prolifération et
élevées la capacité phagocytaire et enzymatique dans la phase terminale Selon la figure 1.3
(Busca et al. 2009).

| Proinflammatory machrophages

CCL3 CXCL9 , )
CCL4 CXCL10 Reactive O, species b ——
CCL5 CXCL11 TNF== |L-6 roangrogenic
CCL8 -1 IL-12 macrophages
INF CXCL1
CCL16 PD-1 cxXcL2
: : TRL2/TRL4 CCL17  TGF-p IL-8 (CXCLS8)
Resident tissue CCL18  IL~10 CCL2 (MCP1)
macrophages cCL22 MMP
CcCL24 VEGFA
Ma;\noso receptor VEGF-C
/s
CXCR4 VEGF-D
O @ CD14 ") _-iRa  FGF-2
e ARG-1
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Micogla ~CCR2 Wnt7b

y { cers ( /)
} ) P CSF-1R - Co23™ - j; VEGFRIVEGFR2/
‘ CSF-IR, > Scavenger
T

8
fh/ \ Langerhans CXCR1/CXCR2 receptor A/B

Kupffer cells cels

VEGFA
CD16 * COox2

MMP9
WntSA

TNF=x
Reactive O, species

3
~ Tie2*

Monocyte-derived dendritic cells Tie2-expressing monocytes I

© 2014 American Association for Cancer Research

Cancer Research Reviews AR

Figure 1.3 : la différenciation de monocyte . (Dalton et al. 2014)

CSF : colony — stimulating factor 1 receptor , CCR :c-c chimiokine receptor , CCL: c-c chimiokine
ligand , CMHII : complexe majeur d’histocomptabilité de classe Il , CD : cluster de différenciation ,

TGF-B : transforming growth factor beta , IL : interleukine .
1.1.7 Populations du monocytes

Les monocytes humains du sang normaux sont divisés en 3 sous-population majeurs
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( classique , non classique et intermédiaire ) selon leur expression des récepteurs de surface
CD14 et CD16(Merah-Mourah et al. 2020) , et de Ly6C , CCR2 et CX3CR1 chez la souris ,

qui transport en équilibre dynamique Selon la figure 1.4 (Patel et al. 2017)

Les monocytes classiques : CD14++ et CD16- représent d’environ 80% du pool de
monocytes circulants , avec une forte capacité phagocytaire et sécrétion des molécules

réactives de I'oxygéne et I'lL-10 en réponse au LPS .

Présentation de CCR2 et CD62L qui déplacent pendant l'inflammation et capable de se
différencier en macrophages activées classiquement ( Ml ) ou en cellules dendritiques (CD)

au niveau tissulaire .

Exprime a leur surface des marqueurs biologiques tels que : CD14 , CD16 , CD36 , CCR2,
CD64 et CD62L .

Les monocytes non classiques: CD14+ et CD16++ représent 10% de monocytes
circulants avec une fonction antitumorale accrue , Déplacent le long de la face luminale du
systéme vasculaire et fonction comme des porteures de recepteurs chimiokines tel que le
CX3CRL1 , sécrete des cytokines pro-inflammatoirtes comme TNF-a , IL-13 et CCL3/MIP-1a
en réaction aux agonistes TLR7/TLR8 et capable de I'extravation a pour but revouvler les

macrophages résident .

Les monocytes non classique expriment des marqueures a leur surface y compris : CD14
CD16, CX3CR1 ,CXCR4 , SLAN, HLA-DR.

Les monocytes intermédiaires : CD14++ et CD16+ représent 5% de monocytes circulants
ayant des rbles pro et anti-inflammatoires , présentation antigéniques, l'activation des

cellules T et la production des TNF-a et de IL-1B dans la réaction au LPS .

Les marqueurs moléculaires exprimés par les monocytes intermédiaires sont le CD14
, CD16 , CD86 , CD74 , CCR5, CD11C , HLA-DR .Selon le tableau 1.1 (Nowlin et al. 2018).
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CD14

CX3CR1

Monocyte classique Monocyte intermédiaire Monocyte non classique

Figure 1.4 : les populations de monocyte d’aprés ((Wacleche et al. 2018)
CD14 : Cluster de différentiation 14 , CD16: Cluster de différentiation 16 , CCR2:

chemokine receptor type 2 , CX3CR1 : chemokine receptor 1 .

Tableau 1.1: les caractéristigues et les fonctions des sous-ensembles de

monocyte . (Kapellos et al. 2019)

Sous ensemble des | Marqueurs moléculaires Fonctions
monocytes
Monocyte classique CD14++ , CD16+ , CD36+, | Phagocytose
CCR2+ , HLA-DRmid , | Adhesion
CD11Cmid , CD64+ , | Migration
CD62L+. Réponses anti-microbiale.
Monocytes intermédiaires | CD14+ , CD16+ , HLA- | Présentation d’antigéne
DR+ , CD86+ , CD11C+ , | Régulation apoptotique
CCR5+, CD74+ . Migration transendotheliale .
Monocytes non classiques | CD14dim , CD16+ , | Phagocytose médiée par le
CX3CR1+ , CXCR4+ , | complémentetle FcR .
SLAN+/-, HLA-DR+. Migration transendotheliale
Adhesion
Réponses anti-virale .
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1.1.8 Sécrétion des cytokines

Apres la stimulation , les monocytes des différentes individus sécrétent des cytokines
pro-infammatoires ( IL-1 alpha , IL-1Ra , IL-6 ) , IL-2 beta et le facteur de nécrose tumorale
alpha (TNF-alpha ) ; qui sont régulées par d’autres facteurs comme le facteur stimulant les
colonies de granulocytes —macrophage ( GM-CSF) régulant 'hématopoiése , l'interférone
gamma ( IFN-gamma ) , TNF-a , IL-4 , IL-6 , le facteur de croissance transformant — beta
(TGF-beta) , IL-10 et IL-1Ra .(Danis et al. 1995)

1.1.9 Antigénes de surface

Les monocytes humains expriments différents antigénes de surface , on retrouve I'’Antigéne
CD45 pan leucocytaire , Antigénes méyloides CD33 et CD13 ainsi que le CD11b ,
Récepteurs pour le Fc de IgG (FcyRI , FcyRIll) , Récepteurs de fractions du complément
(MAC-1) , Antigéne tissulaire de classe Il ( HLA- DR) Antigéne monocytaire : CD14 ,
récepteur du lipopolysaccharide (LPS) et protéine a ancre GPIl et d’autres molécules
exprémées ( CD36 , CD163 , molécule d’adhésion dont le CD4 .(Maga et al. 2016)

1.2 Covid-19
1.2.1 Historique

Depuis les années 1960 , sept coronavirus humains ont été édentifiées ( HCOV ) qui
sont Le HCOV-229 E ( est un alphacoronavirus humain transmis par les alpagas a l'origine
des chauves-souris ) et le HCOV-OC43 ( est un bétacoronavirus transmis a ’lhomme par les

rongeurs par I'intermédiaires de bovins ) .(Decaro & Lorusso 2020)

Aprés l'apparition du syndrome réspiratoire aigu sévere ( SRAS ) en 2002 — 2003
dans le sud de la Chine et a Hong-Kong qui a causé une maladie des voies respiratoires bas
qui peut se développer en pneumonie atypiqgue mortelle avec la fievre , la malaise et une
lymphopénie .(de Wilde et al. 2018)

En 2012, le coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen —Orient ( MERS) a
infecté un homme de 60 ans en Arabie Saoudite et a causé une infection des voies

respiratoires inférieurs avec fievre plus élévée .(de Wilde et al. 2018)

Au cours des deux derniéres années, une épidémie du nouveau coronavirus 2 du
syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-COV-2 ) de type pneumonie menace la population
humaine dans le monde entier , apparu dans la ville de Wuhan , province du Hubei en Chine

, Transmis dans diverse pays ( 210 ) tels que:
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Italie , Iran , Etats-unis , Brésil , Inde , Russie , Afrique du Sud , Pérou , Méxique , Royaunne
—uni , Colombie , France , Chili , Espagne et en Allemagne (Rabaan et al. 2020) , par les
animaux sauvages du marché de Huanan comme les chauves-souris , les serpents et les

pangolins . (Yang et al. 2020)
1.2.2 Epidémoiologie

A la fin de 2019 , une pandémie a coronavirus 2 ( SRAS —COV -2 ) a été découverte lié
au marché de gros des fruits de mer qui infécter beaucoup plus les hommes que les

femmes .

D’aprés les statistiques en 21 juin 2020 , plus de huit millions de cas et de 461000 déces
ont été détecté dans le monde et reste toujours en augmentation selon le tableau 1.2. (Quan
et al. 2020)

Tableau 1.2 : La propagation mondiale de la Covid-19 .

M Pays Cas Morts
Les amériques 35 3415174 185863
L’Europe 54 2321147 185537
L’Afrique 47 145287 3493
Méditerranée 21 677338 15246
Orientale

Pacifiqgue ouest 15 193178 7132
Asie du sud- est 10 392674 10741

1.2.3 Définition de coronavirus

Le nom « coronavirus » : « corona » signifie couronne c’est-a-dire ( virus a couronne )

d’aprés 'aspect ultrastructural. (Haake et al. 2020)

10
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Les coronavirus appartient a la sous-famille Orthocoronavirinae , la famille Coronaviridae ,

I'ordre Nidovirales

Ce groupe comprend quatre sous —types : alphacoronavirus , betacoronavirus originaire des
chauves-souris infectent les humains et gammacoronavirus, deltacoronavirus proviennent

d’oiseaux et de porc que I'on ne trouve que chez les animaux

Les coronavirus sont un grand groupe de virus a ARN a brin positif , enveloppés d’une riche
diversité , capables de causer des maladies respiratoires , rhume aux maladies graves
mortelles . (Dhama et al. 2020)

Le coronavirus 2 est une nouvelle souche épidémique de betacoronavirus , nommé
coronavirus 2019 ( Covid-19) d’aprés l'organisation mondiale de la santé ( OMS ) et le
syndrome respiratoire aigu sévére ( SRAS-COV-2 ) selon le comité international de
taxonomie des virus parce qu’il est semblable au coronavirus 1 de type SRAS d’environ
88%.(Chen et al. 2020)

1.2.4  Structure du coronavirus 2 (SARS-COV-2)

Les coronavirus possédent un génome d’ARN monocaténaire a sens positif
d’environ 30 Kb associé a une protéine nucléopside ( N ) virale hélicoidale entourés par une
bicouche lipidique a trois protéines membranaires: Spike ( S ) , membrane ( M ) et

enveloppe (E) .

Protéine S : est de structure homotrimérique facilite I'entré virale dans la cellule cible avec
des sous-unités S1 et S2 , La sous - unité S1 est composé d’'un domain N-terminal ( NTD )
et d’'un domaine de fixation au récepteur ( PBD ) permet la liaison au récepteur de la cellule
héte La sous - unité S2 comprend le peptide de fusion ( FP ) , la répétition héptadique 1 et
2 (HR1 ) ( HR2 ) , hélice centrale ( CH ) , le domaine connecteur ( CD ) , le domaine
transmembranaire ( TM ) et la queue cytoplasmique ( CT ), réuni les membranes des virus

et des cellules cible .Selon la figure 15 (Wang et al. 2020)
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Coronavirus virion

Spike (S)

Membrane (M)

Nucleocapsid (N) Envelope (E)

BHNA Hemagglutinin

esterase (HE)

Receptor binding Fusion

S1/82 8‘2'

SIS NTD —C-comain [N Fr SRS RS T

S1 S2
Figure 1.5 : caractéristiques sructurales de glycoprotéine S. (Millet et al. 2021)

Protéine M: est une protéine membranaire qui se distingue par trois domaines
transmembranaires a C-terminal dans linterieur et N-terminal dans I'exterieur et le troisiéme
domaine possédede une zone amphipathique a la fin qui est trés préservée chez les
coronaviridae (Kadam et al. 2021). Donne forme , I'assemblage et le bourgeonnement au

virion (Hartenian et al. 2020)

Protéine E: est un polypeptide de 8,4 a 12 KDa , comporte deux domaines
transmembranaire hydrophobe et la queue chargé dans le cytoplasme , c’est une protéine
membranaire a extrémité N- terminale déplacée a travers la membrane et extrémité C-
terminale situé dans le cytoplasme . Dans le SARS-COV-2 assure l'activation des canaux
ioniques. (Kadam et al. 2021) remplit une fonction importante pendant l'infection , facilite

'assemblage et la libération du virion de la cellule héte . (Hartenian et al. 2020)

Protéine N : a une taille de 43 a 50 KDa et s’associe a 'ARN génomique , se compose de

trois domaines préservés ;le bras N, le lieur central ( CL ) et la queue C ;

La séqueunce d’acides aminés de la protéine N du SARS-COV-2 similaire d’environ 90% a
celle de SRAS-COV leur réles englobent la réplication et la transcription de 'ARN viral , la
production et la maintenance du complexe ribonucléoprotéique ( RNP ) , régulation du cycle

cellulaire de I'néte comme le processus d’apoptose .Selon la figure 1.6 (Kadam et al. 2021)
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Protéine spike S
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Figure 1.6 : la structure de SARS-COV-2 d’aprés (Dhama et al. 2020)
1.2.5 Génome du SARS-COV-2

Le SARS-COV-2 posseéde un génome d’ARN monocaténaire , a sens positif
empaqueté dans une capsule protéique , constitué des séctions 5’ et 3’ UTR non traduites et

le cadre de lecture ouvert ORFl1a/b et comporte une délétion des iles CpG .

La séquence leader de 70 bases est situé a la partie 5 de 'ARN dont 7 a 10 bases nomées

séquence régulatrice de transcription (TRS-L).

TRS-L et TRS-B régulent la fabrication discrete des brins négative-intermédiaires d’ARNg.
(Kadam et al. 2021)

Le génome d’ARN code pour trois protéines essentielles qui sont :

Protéines non structurelles : prennent toutes les actions enzymatiques nécessaires pour la
réplication virale y compris : Code un ensemble ARN-polymérase ARN- dépendant ( nsp7 ,
nsp8 et nspl2 ) , Les enzymes auxiliaires telles que les protéase ( la PLpro nsp3 et la 3CL
pro nsp5 ) et fonctionnent comme Une machinerie de coiffage de 'ARN ( nsp10 , nsp13 ,

nspl4 et nspl6 )
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Protéines structurelles : englobent les prrotéines de pointe (S) , enveloppe (E ) ,
membrane ( M) et nucléocapside ( N ) (Ju et al. 2021)

Protéines accessoires: Codées par des génes situé entre les génes de structure
regroupés a I'extrémité 3° du génome et joue une fonction importante dans le cycle de vie
du virus (Kadam et al. 2021)

Il ya au minimum six ORF codant pour les protéines accessoires dans le SARS-COV-2 a
savoir 'ORF3a , ORF6 , ORF7a, ORF7b, ORF8 et ORF9b interagissent avec la réaction

immunitaire innée de I'héte .(Ju et al. 2021)

SARS-COV-2 montrent des changement dans les proitéines accessoires exemple : la
protéine 8a est inexistante dans le SARS-COV-2 .(Kadam et al. 2021)

La composition en GC de 'ARN génomique ( ARNg ) est trés basse 38 % selon les auteurs,
'ORF1a est le plus long et remplit deux tiers du génome Selon la figure 1.7.(Kadam et al.
2021)

SARS-COV-2 ( 29800 bp )

S 3bm 8 N 10

Leader 5 e | e ¥

3a E 6 7b 9a 9b
ORF1la ORF1b

Figure 1.7 : le génome de SARS-COV-2 d’aprées (Wong & Saier 2021)
ORF1 : open reading frame .

1.2.6 Cycle de réplication virale
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Pour I'entré dans la cellule hote , la protéine pointe (S ) de SARS-COV-2 associé
avec ACE2 de la cellule et activé par un sérine protéase , TMPRSS2 séparé la protéine S et

autorise la fusion de membrane virale et lysosomale. (Bouhaddou et al. 2020)

Aprés la pénétration , TARN génomique viral est traduit pour donner les ORF1a et ORF1b
qui serons, par la suite clivées par les protéases virales en protéines non structurelles qui

produisent le complexe replicase-transciptase viral ( RTC ) .(Bouhaddou et al. 2020)

Le réarrangement du réticulum endoplasmique de 'héte entraine la production de vésicules

a double membrane , la ou se fait la préparation de I’ARN viral . (Bouhaddou et al. 2020)

La réplication de 'ARN se fait par la transcription de ’ARNg a brin négatif , alors que TARNm
sous génomique est transrits et traduits pour sécrété des protéines structurelles et
accessoires .(Bouhaddou et al. 2020)

Les protéines structurelles sont regroupées avec le génome viral dans le réticulum
endoplasmique — Golgi ( ERGIC ) puis migrent vers la surface de cellule pour étre exocytés
.Selon la figure 1.8 (Bouhaddou et al. 2020)

Protéine spike S
i

TMPRSS2 Y et

‘i

Fusion ACE2

argage du virion
ARN viral

Traduction ‘
Clivage

m endoplasmique

Figure 1.8 : le cycle de replication de SARS-COV-2 d’apreés .(Wong & Saier 2021)
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1.2.7 Mode de transmission

Le virus SARS-COV-2 a évolué d’une origine zoonotique depuis les premiérs
signalements en décembre 2019 et a été transmis rapidement dans le monde entier ( 106

millions de cas contaminés et 2,3 millions de morts ) . (Safiabadi Tali et al. 2021)
Les hotes primaires sont les chauves — souris , les oisseaux et les rats . (Machhi et al. 2020)

On trouve plusieurs mode de transmission dans le SARS-COV-2 y compris : La transmission
d’un individus a l'autre par la sécrétion des voies respiratoires qui sont émises sous forme
des gouttelettes lors de la taux , La transmission par contact direct ( supports infectées ou
par des matériaux ) (Triggle et al. 2021) , Transmission aérienne par des personnes
asymptomatiques , présymptomatiques et symptomatiques par la projection des aérosoles
contaminés Selon la figure 1.9 (Huang et al. 2021) ,

La propagation oro-fécale , lorsque le SARS-COV-2 contamine I'épithélium intestinal .
(Tizaoui et al. 2020)

ZOONOTIQUE SARS-COV-2

Sang et
organe
transpla

Figure 1.9 : latransmission du covid -19 d’aprés (Triggle et al. 2021)
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1.2.8 Symptoémes

La durée d’incubation du SARS-COV-2 dans les groupes familiaux est de 3 a 6 jours et
la durée d’incubation moyenne du Covid-19 est de 6,4 jours avec un intervalle de 2,1 a 11,1
jours (Dhama et al. 2020)

Aprés la durée d’incubation , Les symptdmes de la COVID-19 se manifestent par la
fievre , la toux seche , céphalée , la fatigue , perte de I'odorat compléte et la difficulté de la
respiration et Moins frequement la fabrication de crachats, crachement de sang , la diarrhée
et la lymphopénie . (Mohapatra et al. 2020)

1.3 Mémoire de Pimmunité innée
1.3.1 Monocyte et le SARS-COV-2

Les monocytes circulants sont des cellules & un seul noyau , permetent le
contrble des éléments pathogénes comme les virus , aprés la contamination par le SARS-
COV-2 quelques-unes de leurs actions sont troublées c’est-a-dire I'altération des profils dont
celles la synthése de cytokines et la chimiotaxie , donc elle conduit & des réponses
inappropriées qui par la suite augmentent la pathogénése du Covid-19 et élevé le risque de
décés . (Meidaninikjeh et al. 2021)

D’aprés les examens par cytométrie en flux des prélévements sanguins de Covid-19 ,
la quantité des monocytes reste stable et la taille grosse que la norme ce qui est associé a
un phénotype inflammatoire . En outre , quleques travaux montrent que le taux des

monocytes réduit chez les patients infectés par le Covid-19 . (Meidaninikjeh et al. 2021)

Le Covid -19 est liée a une réaction maladaptée d’'une réponse immunitaire a l'infection

provoguant une « tempéte de cytokine » ou un syndrome de sécrétion de cytokines (CRS )
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L’entré de SARS-COV-2 dans les pneumonocytes de type Il via TACE2 dans le systéme
respiratoire conduit & une replication élevé de cytokines a savoir : IL-1 , IL-6 , CXCLS8 et le
TNF. (Schultze & Aschenbrenner 2021)

La premiére réaction de cellule cible par un virus tel que SARS-COV-2 est la signalisation

de 'immunité innée selon la figure 1.10 (Li et al. 2021)

Les récepteurs de détection tels que le RIG-1 ( RLR) et de type Tool ( TLR ) reconnaissent
les formes moléculaires liés aux pathogenes ( PAMP ) du virus et déclenchent les cascades
de signalisation pour activer linterféron ( IFN ) , les cytokines et les chimiokines

inflammatoires . (Li et al. 2021)

D’autre part , le SARS-COV-2 a dévelopé des stratégies pour éviter la réponse
immunitaire innée de la cellule cible comme la reproduction de la machinerie de coiffage de
I'héte et au niveau de I' ORF1ab induit le 2’-O-méthylation par son complexe Nspl6 / Nspl0
ou le blocage de la sécrétion de I'lFN et leur signalisation par Nsp1 / Nsp3 / Nsp6 / Nspl12 /
Nspl3/ Nspl4 / Nspl5 / ORF3a / ORF6 / ORF7 ou la membrane M , capable aussi d'utilisé

les constituants de la cellule pour fuir a la vigilance immunitaire . (Li et al. 2021)
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SARS-COV-2

Cytokines/ chimiokine
Inflammatoire

Figure 1.10 : le cascade de signalisation pendant I'infection au SARS-COV-2
d’aprés (Li et al. 2021)

P50 :protéine 50 , P65 : protéine 65 , RIG-1 : retinoic acid-inducible gene 1 , NF-kb : nuclear factor-
kappa B .

1.3.2 Immunité entrainée

Les réactions immunitaires classés en réponses immunitaire innée qui sont rapide,
naturelle non spécifique a l'antigéne et une réponse adaptatives qui sont tardives a
développement et spécifique a la reconnaissance des pathogénes et conduisent & une

mémoire immunologique classique .(Netea et al. 2016)

linduction de I'immunité entrainée pour adapter 'immunité innée a mieux distinguer la
vaccination par le BCG et la stimulation des monocytes par le B-glucan , le fait que les
cellules de 'immunité innée et leurs précurseurs exposés au BCG ou le - glucan entraine a
leur reprogrammation provoquant une défense hétérologue contre d’autres pathogénes
notamment les virus . (Schultze & Aschenbrenner 2021)
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L’'immunité innée entrainée est devenue comme un récent principe des cellules
immunitaires innée notamment les cellules myéloides possédant une mémoire immunitaire
et une immunité non spécifique contre les agents pathogénes ( les bactéries , les levures ,
les virus et méme les cytokines et les agonistes TLR ), les monocytes et les macrophages
présentent une capacité de mémoire immunitaire pour réagir & des stimulations ultérieurs
.(Sui & Berzofsky 2020)

Au niveau de la moelle osseuse et les muqgueuses intestinales et pulmonaires , la
mémoire et la spécificité sont obtenues par la reprogrammation épigénétique , métabolique
et opérationnelle des cellules et précurseurs myéloides . (Sui & Berzofsky 2020)

L’'immunité entrainé organisée par la reprogrammation épigénitique , définis comme
des modifications de I'expression des génes et de la physiologie cellulaire qui ne
comprortent pas des chagements génitiques permanentes comme les mutations et la
recombinaison , caractértisé par lintervention d’un ensemble de cellules ( myéloides ,

tueuses naturelles ( NK) et les cellules lymphoides innées ( ILC ) ) (Sui & Berzofsky 2020)

A la différence de la mémoire immunologique classique qui est basée sur le
réarrangement des génes et de la prolifération des clones des lymphocytes spécifiques de
lantigéne . (Netea et al. 2016). Limmunité entrainée est associées a des voies
métaboliques en savoir : la glycolyse , la voie de synthése du cholestérol et la voie des

acides aminés . (Sui & Berzofsky 2020)
1.3.3 Le Tryptophane

Le Tryptophane est un acide aminé nécessaire pour la synthése des protéines et par la
conséquent influe la croissance et la santé des animaux et des humains (Gao et al. 2020)
non synthétisé au niveau du corps humain donc doit étre complété avec les nutriments
(Zulpaite et al. 2021)

la concentration du tryptophane dans le sang de donneur sain est d’environ 73 = 14,9
pumol/l et le tryptophane absorbé circulant se trouve soit en forme libre soit en association a
l'albumine leur métabolisme comporte trois voies de biosynthése y compris la formation de
dérivés de la Kynurénine est la voie le plus important , la biosynthése de sérotonine qui est
un neurotransmetteur de la mélatonine et la biosynthése de protéines Selon la figure 1.11
(Gostner et al. 2016) 1% de tryptophane est utilisé dans la biosynthése des protéines tandi
qgue 99 % sont des précurseurs de métabolites bioactifs , étudies dans différentes conditions

a savoir les problemes neuropsychiatriques , maladies auto-immune et alleregique , infection
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Tumeurs cérébrales et d’autres types de cancer . (Roth et al. 2021)

Le tryptophane est acheminé dans le cerveau capable de limiter le taux de production
de sérotonine et la réduction du tryptophane circulant provoquant une élimination temporaire

de la production et des concentrations de sérotonine centrale . (Carpenter et al. 2009)

A Kynurenine pathway B C
S AR Lol ol bl y Tryptophan :_._.-_-.!'."_C_’Q!?_R?_th‘.".’ﬁy _________ :
S — ¥ l
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Kynurenine = 5-HTP 'IPYA IAM T i .
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\ i:0 AAAD ¥ l l l
3-HK : :$ ! v LA IAA «— |AAId

/ TS 3.Haa Kynurenict g o s-HT) i1 | ]
X acid (KA) :: ¥
: XA ¥ // MAO :: IA IAld

Quinolinic acid | Melatonin  5-HIAA! | IPA

Figure 1.11 : voies métaboliques de tryptophane . (Roth et al. 2021)
1.4 Problématique et objectifs
1.4.1 Problématique

Le Covid-19 est une maladie respiratoire mortelle causé par SARS-COV-2 caractérisé
par une dérégulation de la réponse immunitaire ainsi que par une pénétration dans les
cellules notamment les monocytes et provoquant une tempéte de cytokines . Dans cette
optique , nous avons étudier la mémoire de monocytes au cours de l'infection par SARS-
COV-2.

1.4.2 Objectif

Etudier la mémoire immunitaire innée des monocytes en employant le tryptophane comme

biomarqueur au cours de premiéere et de deuxiéme infection par SARS-COV-2 .
1.4.3 But

Montrer le taux d’activité des monocytes chez les personnes sains et infectés par le virus

atténué en premier contact et en deuxieme .
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Chapitre 2 : matériel et méthode
1. Conception de I’étude

Les expériences ont été réalisées sur des cellules mononuclées du sang périphérique PBMC
( peripheral blood mononuclear cells ) des monocytes et des lysats cellulaires . les PBMCs
de personnes saines et de personnes atteintes par le virus de SARS-COV-2 atténué , et des
sujets contréles ont été isolées a partir du sang périphérique par une centrifugation sur

gradient de densité .

I'effet de tryptophane sur I'activité de monocytes au cours de I'infection a8 SARS-COV-2 ont

été évalués sur les surnageants de culture de PBMCs.

Les témoins ont été recrutés au sein du laboratoire BIOMOLIM département de biologie
faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de l'université de

Tlemcen .
2 . Isolation des cellules mononucléaires du sang périphérigue PBMC

Les préléevements de sang ont été préparé en dilution de 1,1 avec du serum saline
tamponnée au phosphate ( PBC ) et déposé délicatement sur histopaque -1077 , Sigma-
aldrich, munich , Allemagne ) puis centrifugé sur gradient de densité a 400 x g pour une

durée de 30 minutes.

La zone d’interface comportant les PBMCs ont été prélevée délicatement et rincée deux fois
par le PBS .

Les culots cellulaires ont été placé en suspend dans 1 ml de RPMI — 1640 additionné avec
10% de sérum de veau feetal ( FCS ) et 50 pg / ml de gentamycine .

pour la numération cellulaire , La viabilité cellulaire est testée par le test d’exclusion au bleu

trypan ( TBET ) en employant le microscopie photonique .
3. Mise en culture des PBMCs

Les PBMCs ont été cultivées a une concentration de 106 cellules / ml sur les microplaques

de culture & 96 puits a base rond , en trois a six répliques .
PBMCs ont été stimulées par la phytohémagglutinine (PHA) a5 ug / ml
L’incubation en présence et en absence de 10-7 M de 1,25 (OH ) 2D3.

4 . Isolement des MOs
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les monocytes ont été isolées par des PBMC sur la base de leur adhérence différentielle au
plastique , dans la culture de PBMC , semées a 2x106 cellules / ml sur les plaques a 24 puits
.Ces PBMCs ont été placés en suspend dans 1 ml de RPMI — 1640 ( Sigma chemical Co, St
, Louis , USA ) additionné avec 10% de sérum de veau foetal ( FCS ) et 50 ug / ml de

gentamycine pour la numération cellulaire
Les cellules sont dénombrées au microscope en appliquant la coloration au bleu trypan .

La purification des monocytes est déterminé par coloration fluorescente avec I'anticorps
CD14 humain couplés a la phycoérythrine ( PE) en employant un systéme floid cell imaging
station
5. Lyse des monocytes
Afin de délimité la concentration des protéines totales et pour évaluer 'activité
de Tryptophane , les monocytes ont été lysés avec du Triton X-100 & 0,1% pendant
30 min.
La réaction a été stoppée avec un mélange de Tris-HCI ( 25 mM , ph=7,4) et le MnCI2
(5mM).
6 . Chromatographie sur couche mince
Dosage des taux plasmatique des acides aminés ont été acomplis par la technique de
chromatographie en phase liquides sur couche mince (CCM) .
La chromatographie est une téchnique physique de dissociation des mélanges en leur
composants basée sur les différences d’affinité des matiéres envers deux phases une fixe
sur la plaque applé stationnaire et I'autre mobile qui est un solvant ou mélange de solvant .
6.1 préparation de la cuve chromatographie
C’est un récipient en verre fermé avec couvercle qui permet d’'éviter I'évaporation du solvant
6 . 2 Préparation des plaques CCM
Dans une étuve réactiver le gel silice a 80°C pendant 30 min et employer une plaque de
dimensions 10cm /20cm , tracer un Iéger trait au crayon au bord inférieure a une distance de
1 cm du bas puis tracer 15 points ou ils se déposes les 15 dépots sur trais en laissant 1,2 cm
entre eux .
6 . 3 Manipulation des échontillons
Le dépdt de la plaque dans le cuve se fait par placement de bord inférieure verticalement au
niveau du solvant de migration puis refermer la cuve par le couvercle , lorsque les
composants ont migrée , la plague est enlevé et séché sous hotte .
La révélation est réalisée par Ninhydrine a 1% pendant 10min puis séchée par la suite et
placé dans I'étuve a 80° pendant 10 min, la position des taches a été reperée avec crayon

afin de calculer le rapport frontale RF .
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Résultats

Puisque nos travaux seront présentés dans un article scientifique, nous devons réserver les

résultats
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Discussion
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Conclusion et perspectives

Dans cette étude , nous présentons le virus SARS-CoV -2 qui cause la maladie
Covide-19 qui est apparu la premiére fois en Chine a Wuhan au début de décembre 2019 ,

son mécanismes d’action , ses risques et sa transmission .

L'immunité entrainée est une nouvelle principe de I'immunité innée des monocytes en
relation avec la reprogrammation fonctionnelle pour améliorer la réponse au deuxieme

infection .

Le tryptophane est un acide aminé important introduit dans la synthése des protéines

et impliquer dans plusieurs voies de croissance et de la santé chez les humaines .

Nous sommes les premiers a faire cette expérience , I'objectif de notre travail est
d’étudier la mémoire immunitaire innée des monocytes en employant le tryptophane come

biomarqueur au cours de premiére et de deuxiémes infections par SARS-CoV-2 .

En perspectives , limportance de la mémoire de I'immunité innée notamment les
monocytes, ouvrir des zones thérapeutiques contre le SARS-CoV-2 et impliquant
l'alimentation des individus qui contient le tryptophane a une infection par le virus SARS-
CoV-2
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