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Résumé

Introduction : Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN qui provoque actuellement une
nouvelle pneumonie virale hautement infectieuse et pathogéne. L’entrée de ce virus
stimule les cellules de l'immunité innée, y compris les monocytes. Ces derniers
exercent plusieurs fonctions effectrices distinctes grace a leur hétérogénéité. Les
protéines cellulaires interviennent dans plusieurs processus. L’évaluation de leurs
niveaux cellulaires pourrait indiquer l'activité des monocytes en réponse a des

infections virales.

Objectif : l'objectif de cette étude est de déterminer les niveaux protéiques

monocytaires au cours de l'infection a SARS-CoV 2.

Matériels et méthodes : Les monocytes ont été isolés a partir de cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMCs) de donneurs volontaires sains. Ces
cellules ont été infectées par le virus SARS-CoV-2 inactivé. Apres incubation, les
monocytes ont été lysés et la concentration intracellulaire des protéines a été

déterminée.

Conclusion : Cette étude pourrait ouvrir de nouvelles pistes dans le développement

d'une nouvelle génération de vaccin contre le SARS-CoV-2.

Mots clés : SARS-CoV-2, monocyte, protéines.
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Abstract

Introduction: SARS-CoV-2 is an RNA virus that is currently causing novel, highly
infectious and pathogenic viral pneumonia. Entry of this virus stimulates innate
immunity cells, including monocytes. The latter exercise several distinct effector
functions thanks to their heterogeneity. Cellular proteins are involved in several
processes. Assessment of their cellular levels could indicate the activity of the

immunity induced by monocytes in response to viral infections.

Objective: The aim of this study is to determine monocytic protein levels by SARS-

CoV2 infection.

Materials and methods: Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) of healthy volunteer donors. These cells were infected with the
inactivated SARS-CoV-2 virus. After incubation, the monocytes were lysed and the

intracellular protein concentration was determined.

Conclusion: This study could open up new avenues in the development of a new

generation of vaccine against SARS-CoV-2.

Keywords: SARS-CoV-2, monocyte, proteins.
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Introduction

Introduction

Depuis fin décembre 2019, la ville chinoise de Wuhan a signalé une nouvelle
pneumonie virale hautement infectieuse et pathogéne causée par un agent microbien
provisoirement appelé nouveau coronavirus 2019 (Lu et al. 2020), qui se propage a
I'échelle nationale et internationale (Li et al. 2020). Cette épidémie a provoqué une
pandémie mondiale qui a entrainé une énorme perte de vie dans le monde (Shereen

et al. 2020), ce qui a conduit a des programmes de prévention stricts (Luo et al. 2020).

Il est & noter que les protéines assurent une multitude de fonctions au sein de
la cellule, y compris des fonctions cellulaires, définissant le réle de la protéine dans la
cellule, et les fonctions biochimiques qui décrivent I'activité des protéines au niveau
moléculaire. La détermination de leurs niveaux cellulaires pourrait étre considérée
comme un marqueur d’évaluation de ['activation des monocytes au cours des

infections virales, notamment par SARS-COV?2.

Dans cette d’ordre d’idée, I'objectif de cette étude est de déterminer les niveaux

protéigues monocytaires induits par l'infection a SARS-CoV2.
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Chapitre 1. Revue de la littérature

1.1. COVID-19

1.1.1. Nomenclature

La désignation du hom coronavirus (CoV) était basée sur leur morphologie en tant que
virus globulaire avec une coquille centrale et des projections de surface similaires a la

couronne solaire (latin: corona = couronne) (Velavan & Meyer 2020).

Le nouveau coronavirus 2019 (2019-nCov) est le nom initial que les chercheurs chinois
ont donné a ce virus. Apres, en se basant la relation phylogénétique avec les virus
Corona, ce virus a été renommeé sous son hom actuel, coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévére (SARS-CoV-2) (Shu & McCauley 2017), par le Comité
international de taxonomie des virus (ICTV), et la maladie a été nommée
COVID19 (Cui et al. 2019; Lai et al. 2020).

1.1.2. Classification

Les CoV appartiennent a la sous-famille des Orthocoronavirinae, a la famille
des Coronaviridae et a l'ordre des Nidovirales. Selon les structures génomiques et les
analyses phylogénétiques, les CoV peuvent étre divisés en quatre genres
Alphacoronavirus (a-CoV), Betacoronavirus (B-CoV), Gammacoronavirus (y-
CoV) et Deltacoronavirus (6-CoV) (Cui et al. 2019). Le SARS-CoV-2 fait partie du
sous-genre Sarbecovirus du genre B-CoV (Zhu et al. 2020).

1.1.3. Historique

Les CoV sont connus depuis longtemps en médecine vétérinaire (Decaro & Lorusso
2020). On pensait que ces virus n'infectaient que les animaux (Ezzikouri et al. 2020).
Jusqu'en 1966, lorsque Tyrrell et Bynoe ont découvert pour la premiere fois des
coronavirus humains (HCoV) (Tyrrell & Bynoe 1966) qui sont a l'origine du rhume
hivernal courant, avec un taux de mortalité estimé entre 0,5% et 1,5% (Devaux et al.
2020). A ce jour, sept HCoV ont été identifiés (Chan, Kok, et al. 2020). Les HCoV-
0C43, HCoV-229E, HCoV-NL63 et HCoV-HKU1l provoquent des maladies
respiratoires Iégére (Zumla et al. 2016; Channappanavar et al. 2014). Alors que les
trois nouveaux CoV : le syndrome respiratoire aigu sévere CoV (SRAS-CoV), le
syndrome respiratoire du Moyen-Orient CoV (MERS-CoV) et le SRAS-CoV-2
provoquent des maladies graves pulmonaire ( pneumonie) (Cheng et al. 2007; Chan
et al. 2015; Huang et al. 2020).
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Récemment, a la fin de 2019, on a été témoin d'une pandémie mondiale, c'est une
nouvelle épidémie de coronavirus appelée SARS-CoV-2 qui est apparue a Wuhan,
dans la province du Hubei, en Chine, et qui a tué plus de dix a huit cents et infecté
plus de soixante-dix mille personnes dans les cinquante premiers jours de I'épidémie
(Shereen et al. 2020; Zhou et al. 2020). Il a infecté environ 120000 personnes avec un
taux de mortalité de 2,9%, provenant de 109 pays, ce qui oblige le Comité d'urgence
de I'OMS a déclarer une urgence sanitaire mondiale le 30 janvier 2020 (Huang et al.
2020; Munster et al. 2020; Velavan & Meyer 2020). Le 17 février 2020 ce virus a été
importé pour la premiére fois en Algérie par un ressortissant italien qui a été confirmé
atteint du COVID19 le 25 février (Rouabah et al. 2020), Le 20 avril 2020, I'Algérie était
classée 55e au monde et quatrieme pays le plus touché en Afrique avec 2718 cas
positifs (Lounis 2020).

1.1.4. Hotes et réservoirs

Les principaux réservoirs du coronavirus comprennent les chauves-souris et les
oiseaux (Amoroso et al. 2020). On se concentre sur les chauves-souris, en tant
gu'hétes connus pour une variété de virus zoonotiques. Il abrite également la majorité
des souches de CoV connues dans le monde, y compris les B-CoV (Anthony et al.
2017).

L'analyse génomique a montré que le SRAS-CoV-2 est relativement associé a une
identité de 88% de deux virus corona du (SRAS) dérivés de chauves-souris, chauve-
souris-SL-CoVZC45 et chauves-souris-SL-CoVZXC21, collectée en 2018 a
Zhoushan, Chine orientale (Lu et al. 2020). Les chauves-souris pourraient donc étre
le principal réservoir de ce virus avant de le transmettre a 'homme (Shereen et al.
2020).

Bien que I'héte intermédiaire soit inconnu (Zhou et al. 2020), il est suggéré qu'il y a un
animal vendu sur le marché de fruits de mer a Wuhan qui peut étre un héte

intermédiaire facilitant I'émergence du virus chez 'homme (Lu et al. 2020).

1.1.5. Mode de transmission

La principale mode de transmission du virus d'un animal a I'homme est la
consommation d'animaux infectés comme source de nourriture. Ce virus est transmis
a des personnes en bonne santé immédiatement aprés un contact étroit avec une

personne infectée (Shereen et al. 2020). Il a été démontré que le taux de transmission
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du SRAS-CoV-2 est plus élevé que celui du SRAS-CoV (Shereen et al. 2020). Il peut
étre transmis d'une personne a l'autre par des gouttelettes respiratoires lorsqu'une
personne infectée tousse ou éternue et vomit. Sa transmission est assurée par des
porteurs pré-symptomatiques et asymptomatiques qui semblent étre un facteur
important de transmission (Qian et al. 2020).

1.1.6. Caractéristiques

1.1.6.1. Caractéristiques génétiques

Les coronavirus varient en taille de 65 a 125 nanometres (nm) de diamétre et en tant
gue matiere nucléaire. lls contiennent de 'ARN simple brin de 26 & 32 kilobases (kbs)

de longueur (Shereen et al. 2020).

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN de sens positif, encapsulé, non fragmenté, dont
le génome varie de 29891 a 29903 nucléotides de longueur, et contient 14 ORF codant
pour 27 protéines (Wu, Peng, et al. 2020). Au niveau d'extrémité 5' du génome, les
geénes orflab et orfla codent respectivement pour les protéines pplab et ppla, ainsi
gue 15 protéines non structurales (nsps), dont nspl a nspl0 et nspl2 a nspl6 (Wu,
Peng, et al. 2020). Pour I'extrémité 3' du génome, elle est constituée de huit protéines
accessoires (3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b et orfl4) et de quatre protéines structurales
(Wu, Peng, et al. 2020). Qui sont codés par quatre génes structurels, la pointe (S
spike), I'enveloppe (E), les génes membranaires (M) et les génes de nucléocapside
(N) (Figure 1.1) (Wu, Peng, et al. 2020; Lu et al. 2020; Chen, Liu, et al. 2020).

7a gp

3b
ORFlab [
- T, T W R

9h ORF14

Figure 1.1. Organisation génomique du SARS-CoV-2 (adapté de Wu, Peng, et al.

2020). Le génome de SARS-CoV-2 codent pour deux grands génes, les génes ORFl1ab et ORFla, les
genes structuraux codent pour les protéines structurales, (S, E, M et N), les genes accessoires indiqués
en bleu. ORF, Open Reading Frame ; S, Spike ; E, enveloppe ; M, membrane ; N, nucléocapside.

Dans la plupart des coronavirus, il existe deux facteurs qui surviennent couramment
lors de la réplication de I'ARN : I'accumulation de mutations ponctuelles (une mutation
par cycle de réplication) en raison de la faible résolution de I'ARN polymérase
dépendante de I'ARN (RdRp), ainsi que des événements de recombinaison

homologue et hétérologue (Decaro & Lorusso 2020; Amer 2018). Ceci leur donne, les

4
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capacités de modifier les tissus tropicaux, de franchir les barrieres d'espéces, de
s'adapter a de nouvelles niches écologiques, et de favoriser I'émergence de nouvelles
propriétés biologiques (Decaro & Lorusso 2020). Ce qui explique la distinction
génétique de SRAS-CoV-2 du SRAS -CoV (79,6% d'identité) et du MERS-CoV
(identité 51,8%) (Zhou et al. 2020).

1.1.6.2. Caractéristiques structurales

Le SRAS-CoV-2 contient la structure typique du coronavirus avec des protéines (S, E,
M et N) (Figure 1. 2) (Wu, Zhao, et al. 2020).

La protéine N se situe a l'intérieur de la capside, elle recouvre le génome de I'ARN
viral et joue un réle fondamental dans sa reproduction et sa réplication. Elle permet au

virus de transformer les cellules humaines en usines a virus (Boopathi et al. 2020).

La protéine S se compose de trois chaines identiques de 1273 acides aminés,
partagés par deux sous-unités S1 et S2, (Boopathi et al. 2020). Cette protéine est
responsable de la liaison du virus et de l'entrée dans les cellules hétes. Le domaine
de liaison au récepteur (RBD) est faiblement lié au virus, de sorte que le virus peut
infecter plusieurs hétes (Raj et al. 2013).

La protéine M est la plus courante en surface qui est un régulateur central de la
syntheése du coronavirus (Kirchdoerfer et al. 2016).

Enfin, La protéine E, une petite protéine membranaire composée de 76 a 109 acides
aminés, a un réle important dans la synthése du virus, la perméabilité de la membrane

de la cellule hote et l'interaction du virus avec la cellule hote (Gupta et al. 2021).

Y ....... Glycoprotéine de pointe (S)
‘\\\ ............... ’ )

Glycoprotéine membranaire(M)—\

Enveloppe glycoprotéine (E) —/;

Protéine nucléocapside (N)

Figure 1. 2. Morphologie du SRAS-CoV-2 (adapté de Kumar et al. 2020). L'ARN viral
se lie a la protéine N, les protéines de surface virales, S ; E ; M, sont intégrées dans la bicouche lipidique.
S, Spike ; E, enveloppe ; M, membrane ; N, nucléocapside.
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1.1.7. Réplication virale du SARS-CoV-2

L'enzyme-2 de conversion de l'angiotensine (ACE-2) (Xu, Chen, et al. 2020),
est un récepteur d'entrée cellulaire reconnue par le SARS-CoV-2 avec une affinité
estimée de 10 a 20 fois supérieure a I'ACE2 du SRAS-CoV (Wu, Zhao, et al. 2020).
C’est une protéine membranaire de type | (Zhao et al. 2020) qui a une large expression
dans le corps avec une expression élevée dans les poumons, ainsi que dans le
cerveau, le cceur, les reins, et le tractus gastro-intestinal (Santos et al. 2019). Une
expression accrue de I'ACE2, peut augmenter la sensibilité au SRAS-CoV-2 et

développe le risque de maladie grave due au COVID-19 (Devaux et al. 2020).

L'entrée du virus dans les cellules hbtes nécessite deux étapes importantes
(Dalan et al. 2020), suite au clivage de la protéine S en S1 et S2 (Yan et al. 2020) par
le site d’amorgage FURIN (Lukassen et al. 2020), le domaine externe S1 se lie au
domaine peptidase de I'enzyme ACE-2, tandis que S2 est clivé par la protéine sérine
de la cellule h6te TMPRSS2 (Hoffmann et al. 2020), ce qui conduit a la fusion
membranaire (Figure 1.3) (Dalan et al. 2020).

Protéine S
Libération

Fixation '/:I /Activation =

| > Pénétration :

TMPRSS2 — Ol lo N

ACE2 9},{{{. j..; X%
S LRSS

Attachement

Compartil c’n‘»"
Bourgeonnement \ iotracatutaire.
Décapsidation /
ARN génomique (Positif) SIM“%'
Golgi
Transcription précoce ) PP1a et PP1ab B ation
Réplication/Transcription [
3 T T e« 5 (Négatif) v T ERGIC
s T
T T e T e g
PO ahiihaa, S
M o
ARN messagers m 6 Foae -
M7a//97b —_— ssemblage 1/) ,
\ A ™« N -

RE
5 e e, __a3" (Positif)

Figure 1. 3. Le mécanisme de réplication virale du SARS-CoV-2 dans la cellule

(adapté de Shereen et al. 2020 et Hoffmann et al. 2020 et Dalan et al. 2020). La
liaison au récepteur ACE2 avec la protéine S facilite la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane
cellulaire par la voie intrinséque. Puis, le SARS-CoV-2 libére I'ARN virale dans la cellule héte qui va étre
traduit en polyprotéines de réplicase virale ppla et pplab. La réplicase produit une chaine d'ARN
messager sous-génomique qui vont aboutir a la synthése des protéines virales. Les protéines et I'ARN
virales sont rassemblés et maturés dans le réticulum endoplasmique et le Golgi, puis transportés et
libérés a l'extérieur de la cellule. ACE2, enzyme 2 de conversion de l'angiotensine ; ER, le réticulum
endoplasmique ; PP1la et PP1lab, polyprotéines de réplicase virale.
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1.1.8. Aspects cliniques et pathologiques

Les CoV ciblent les oiseaux et les mammiferes, y compris les humains, en provoquant
des maladies qui vont de I'asymptomatique a la sévere avec des signes respiratoires,
entériques, hépatiques et neurologiques (Abdel-Moneim & Abdelwhab 2020; Weiss &
Navas-Martin 2005). La toux, I'essoufflement, les maux de téte, les maux de gorge et
la diarrhée sont des symptdmes courants du COVID-19 (Singhal 2020), une disparition
du sens du go(t, de la fatigue, des courbatures, une perte d'odorat et une obstruction

nasale surviennent également chez les patients (Wang, Xu, et al. 2020).

La majorité des patients avaient entre 30 et 79 ans (Wu & McGoogan 2020), de 49 a
59 ans, age moyen, les hommes représentaient plus de la moitié des patients, il a eu
guelques cas des enfants moins de 15 ans, Prés de la moitié des cas étaient associés
a une ou plusieurs conditions médicales, telles que les maladies cardiovasculaires,
I'nypertension artérielle et le diabéte (Li et al. 2020; Chan, Yuan, et al. 2020; Chen,
Zhou, et al. 2020; Huang et al. 2020), ceux qui ont le taux de mortalité le plus élevé
(Wu & McGoogan 2020).

La pathogenése du SRAS-CoV-2 est similaire a celle observée dans le SRAS et le
MERS (Chan, Zhang, et al. 2020).

Dans les alvéoles et par transmission locale de cellule a cellule, le SRAS-CoV-2 infecte
les pneumocytes de type 2 ainsi que les cellules pulmonaires de type 1 (Rockx et al.
2020). Cette infection altére la production de tension superficielle et I'absorption de
fluide, conduisant & des fuites microvasculaires et & une augmentation de la pression
microcapillaire (Huang et al. 2020; Martines et al. 2020), ce qui entraine une
inflammation en tant que stade initial conduisant a la propagation des lésions
alvéolaires bilatéraux avec hémorragie et nécrose, ensuite, ce virus se développe en

un stade de prolifération une semaine aprés l'infection (Chan, Zhang, et al. 2020).

Dans les reins, une dégénérescence et une excrétion des cellules épithéliales
tubulaires rénales, une protéinurie dans la capsule arquée entourant les glomérules,
des cylindres hyalins, des foyers fibreux et des microthrombes ont été rapportés (Xu,
Shi, et al. 2020).

Dans le tissu hépatique, il existe une stéatose microvasculaire modérée, une légére
activité lobulaire et portale, et certaines infiltrats inflammatoires mononucléaires

interstitielles infiltrant le tissu cardiaque (He et al. 2020).

1.1.9. Diagnostic du COVID-19
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Les tests diagnostiques sont utilisés dans de nombreuses situations : dépistage des
populations asymptomatiques, dépistage ciblé des populations a haut risque,
contrbles des contacts, diagnostic clinique, surveillance de la gravité de la maladie et
contrble des infections au niveau communautaire (Lai & Lam 2021). Parmi les tests
les plus utilisables actuellement, Les tests moléculaires (RT-PCR) (RT-PCR, Reverse
transcription polymerase chain reaction) en déterminant la réplication du SRAS-CoV-
2 chez les personnes symptomatiques et asymptomatiques (Bauer 2021), les tests
sérologiques qui fournissent une évaluation plus précise du SRAS-CoV-2 et peuvent
détecter les personnes immunisées contre la maladie (Ghaffari et al. 2020), et Les
tests antigéniques qui détectent la présence de protéines virales du SRAS CoV-2 dans
les échantillons des voies respiratoires (Lai & Lam 2021).

1.1.10. Aspect thérapeutique

La pandémie actuelle de COVID-19 a incité la communauté scientifique internationale
a trouver des réponses en terme thérapeutiques pour lutter contre le SRAS-CoV-2
(Kaur & Gupta 2020). Initialement, La gestion du COVID-19 s'est concentrée sur les
soins de soutien, le repos au lit et la réutilisation de nombreux médicaments, y compris
les antiviraux, les antibiotiques, etc. (Nicola et al. 2020). Mais ces méthodes ont une
efficacité limitée, donc on a pensé sur une vaccination efficace contre cette épidémie
qui active les réponses immunitaires et offre une prévention contre les formes séveéres
de COVID-19 (Strizova et al. 2021).

Le 30 janvier, I'Algérie a lancé une campagne de vaccination, 50 000 doses du vaccin
russe Spoutnik V, 50 000 doses du vaccin britannique Astra Zeneca, ainsi que 200
000 doses du vaccin chinois Sinopharm (Samir et al. 2021). Le vaccin BBIBP-CorV,
développé par Sinopharm, est un vaccin inactivé, (Wang, Zhang, et al. 2020). Il induit
la production des anticorps neutralisants méme avec la dose la plus faible (2 pug) testée
(Guan et al. 2020). Le vaccin Spoutnik V est un vaccin a vecteur adénovirus non
réplicatif dans lequel le génome de ce virus constitue du géne de la protéine S (De
Soto 2020a). Efficace a 92% contre le SARS-CoV-2 (Bertholom 2021). Ces deux
vaccin font partie des six vaccins qui ont été autorisés pour une utilisation d'urgence
et / ou une commercialisation compléte par les autorités réglementaires (Rogliani et
al. 2021). Le vaccin a ADN AstraZeneca / Oxford est un vaccin a adénovirus atténué
non réplicatif dont le génome contient une séquence codant pour la protéine S du
SARS-CoV-2, avec une efficacité de 70,4% contre ce virus (De Soto 2020b; Voysey
et al. 2021).

1.2. Monocyte
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Les monocytes sont une partie essentielle du « systtme de phagocytose
mononucléaire » (MPS), qui comprend également les macrophages et les cellules
dendritiques (CD) (Guilliams et al. 2014), représentant le bras immédiat du systéme
immunitaire (Geissmann et al. 2010).

1.2.1. Historique

En 1910, Artur Pappenheim a introduit le terme « monocyte » dans la littérature
(Guilliams et al. 2018), et a la fin des années 1960 la MPS a été formulé par un groupe
de scientifiques (Guilliams et al. 2014). Les monocytes du sang périphérique ont été
observés pour la premiére fois par Metchnikoff en 1905. lls sont regroupés avec les
macrophages tissulaires, puis identifiés comme un type cellulaire distinct en 1925
(Narasimhan et al. 2019). En 1989, ils ont réussi a identifier trois sous-ensembles
distincts de monocytes humains en utilisant des anticorps monoclonaux et une

cytométrie en flux bicolor (Passlick et al. 1989).

1.2.2. Développement

Une partie des cellules souches hématopoiétiques (CSH) (Busch et al. 2015)
possédent la capacité de générer un ensemble hétérogéne de progéniteurs
pluripotents (MPP) (Pietras et al. 2015). Les monocytes se développent a partir d'un
progéniteur de macrophages / DC (MDP) aprés plusieurs étapes de différenciation et
étapes de progéniteurs intermédiaires (Liaskou et al. 2012). Aprés leurs formations
dans la moelle osseuse, ces monocytes sont libérés dans la circulation sanguine
(Brisefio et al. 2016), puis ils gagnent les tissus ou ils se différentient en macrophages

ou en cellules dendritiques (CD) (figure 1.4) (ltaliani & Boraschi 2014).
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Moelle osseuse

Circulation sanguine
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Figure 1.4. La lignée des monocytes (adapté Liaskou et al. 2012). Dans la moelle
osseuse les monocytes se développent a partir de cellules souches hématopoiétiques a travers plusieurs
étapes de différenciation et des stades progéniteurs intermédiaires qui passent par le progéniteur
myéloide commun, puis le progéniteur de granulocytes / macrophages (GMP) et suivi par le progéniteur
de macrophages / cellules dendritique. CSH : cellules souches hématopoiétiques, CMP : progéniteur
myéloide commun, GMP : progéniteur de granulocytes / macrophages, MDP : progéniteur de
macrophages / cellules dendritique.

Chez I'nomme, les monocytes circulants représentent ~10% des leucocytes
périphériques (Guilliams et al. 2018). lls sortent dans la périphérie par le systéme
vasculaire (Narasimhan et al. 2019), et restent 1 a 2 jours puis ils meurent et sont
retirés, s'ils n‘ont pas été recrutés dans un tissu pour faire face a un danger (Italiani &
Boraschi 2014). Dans des conditions homéostatiques, les monocytes s'accumulent
dans les réservoirs périphériques et a certains pools de macrophages résidents
(Guilliams et al. 2018). Dans des conditions pathologigues, les monocytes acquiérent
des fonctions inflammatoires effectrices qui difféerent des macrophages résidents et
des cellules dendritiques conventionnelles, et développent des propriétés régulatrices

de la réparation tissulaire (figure 1.5) (Guilliams et al. 2018).
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Figure 1.5. La circulation des monocytes (adapté Liaskou et al. 2012). Dans le sang
périphérique, trois sous-types principaux ont été décrits sur la base de I'expression des récepteurs CD14
et CD16: les monocytes classiques, intermédiaires et non classiques. Les monocytes circulatoires sont
recrutés dans les tissus ou ils peuvent se différencier en cellules dendritiques ou en macrophages
tissulaires.

1.2.3. Hétérogénéité

Les monocytes circulants sont constitués de sous-ensembles fonctionnellement
distincts en fonction des signaux micro-environnementaux (Guilliams et al. 2018). La
nomenclature de ces trois sous-ensembles des monocytes, basée sur I'expression des
marqueurs de surface CD14 et CD16, a été approuvée par le Comité de nomenclature
de I'Union internationale des sociétés d'immunologie (Italiani & Boraschi 2014).

1.2.3.1. Monocytes classiques

Les Monocytes classiques (CD14++ CD16-) représentent 80 a 90% des monocytes
circulants (Guilliams et al. 2018). Le récepteurs CCR2 (CC-chemokine receptor 2) est
frequemment exprimé, tandis que le récepteur CX3CR1 (Le récepteur 1 de la
chimiokine motif C-X3-C) est faiblement exprimé par ce type cellulaire (Yang et al.
2014). lls expriment également des molécules de costimulation et des récepteurs de
type Toll like (TLR, Toll-Like Receptor). lls représente une grande capacité a
phagocyter et & produire de l'interleukine 10 (IL-10) et du facteur de nécrose tumorale
alpha (TNF-a, Tumor necrosis factor) en réponse au lipopolysaccharide (LPS) (Cros
et al. 2010).

11
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1.2.3.2. Monocytes intermédiaires

Les monocytes intermédiaires (CD14++ CD16+) représentent ~5% des monocytes
circulants (Wong et al. 2011). Ces cellules expriment les récepteurs CCR2 et CCR5 et
les molécules CD80, CD86 et HLA-DR. Ce type de monocytes est impliqgué dans les
réactions inflammatoires, l'activation des lymphocytes T et la présentation des
antigénes (Wong et al. 2012). lls se caractérisent également par la sécrétion de I'lL-
1B, du TNF-a et de I'lL 6 aprés stimulation par le LPS (Rossol et al. 2012).

1.2.3.3.  Monocytes non-classiques

Les monocytes non-classiques (CD14+ CD16++) représentent ~10 % des monocytes
circulants (Wong et al. 2011). lls ont une forte expression du récepteur CXCR1 tandis
gu'une faible expression du récepteur CCR2 (Yang et al. 2014). lls expriment
également les molécules CD80 et CD86 (Mukherjee et al. 2015). Aprés exposition au
LPS, ces cellules produisent des cytokines telles que le TNF-a, I'IL-183, I'IL-8 et I'IL-6
(Wong et al. 2012). Ce type de monocytes est principalement impliqué dans la
prolifération et la stimulation des cellules T CD4+ (Wong et al. 2012).

1.2.4. Fonctions

Dans des conditions pathologiques, les monocytes acquiérent des fonctions
effectrices qui incluent des activités pro-inflammatoires, un remodelage tissulaire, une
présentation d'antigéne, et des capacités anti-inflammatoires, lors de la pénétration

dans les tissus enflammés (Guilliams et al. 2018).

lIs sont les principaux producteurs de cytokines inflammatoires et immunorégulatrices
(Yoshimura et al. 2007), qui stimulent le recrutement d'autres cellules, en particulier
les PMN (PMN, Polymorphonuclear neutrophils) (Kantari et al. 2008), Telles que les
TNF et IL-10 aprés linfection par LPS (Ziegler-Heitbrock 2007), et les TNF et IL-12
dans le cas d’'une tumeur (Szaflarska et al. 2004) . Les monocytes peuvent étre
considérés comme la deuxieme ligne de défense car ce sont des cellules
phagocytaires professionnelles capables de phagocyter et de détruire les agents
infectieux, de plus ce sont des cellules hautement nécessaires a la construction et a
la modulation de la réponse immunitaire non adaptative (Kantari et al. 2008). Ces
cellules sont décrites comme des APC capables d'absorber, de digérer et de présenter
un antigene étranger aux cellules T, dans le cadre de complexes CMH de classe I,
Son pouvoir élevé de présentation antigénique est di & ses taux élevés de HLA-DR
(Frankenberger et al. 2000).

12



Chapitre 1. Revue de la littérature

1.2.5. Monocyte et COVID-19

Le SRAS-CoV-2 peut infecter les monocytes et les macrophages par des voies
dépendantes et indépendantes de I'ACE2 (Jafarzadeh et al. 2020). lls peuvent se lier
au virus via des récepteurs de type lectine tels que le CD169 (Bedin et al. 2021), ou
par les récepteurs de reconnaissance de pathogénes (PRRs, pattern recognition
receptor) qui reconnaissent les acides nucléiques viraux en tant que PAMPs
(pathogen associated molecular patterns) (Zust et al. 2011). Lors de l'infection, il a été
démontré une diminution des proportions des monocytes, une augmentation de la
taille, une diminution d'expression de CD14 et HLA-DR, et une expression élevée de
CD169 (Mann et al. 2020). Ces monocytes migrent dans les tissus et changent
morphologiquement pour se différencier en macrophage du phénotype d'activation
pro-inflammatoire M1 (Cole et al. 2017). Ces cellules représentent une production
accrue des cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1p3, I'IL-8
(CXCLS) et le MCP-1 (CCL2), les interférons (IFN) de type 1, I'lL-6, et le TNFa (Merad
& Martin 2020; Martinez et al. 2020), qui contribuent a l'inflammation tissulaire locale
et a une réponse hyper-inflammatoire appelée tempéte de cytokines (Jafarzadeh et al.
2020).

Le COVID-19 stimule également le systeme immunitaire de type Thl (Russell et al.
2020), avec la participation des lymphocytes T CD8+ et des lymphocytes T
régulateurs, et I'implication des anticorps neutralisants générés par les lymphocytes B

qui jouent un rdle essentiel dans I'élimination du virus (Paces et al. 2020).

La plupart des fonctions vitales d'une cellule sont assurées par des protéines. Il s’agit
de macromolécules qui interviennent dans plusieurs les processus cellulaires tels que:
traitement et sécrétion d'autres protéines, réplication, transcription et production
d'ADN, contrdle de la division cellulaire, métabolisme et flux de substances entrant et
sortant de la cellule. Comprendre le fonctionnement des protéines aide & comprendre

les fonctions cellulaires (Alberts et al 2002).
1.3. Problématique et Objectif

1.3.1. Problématique

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN, enveloppé, pathogene, transmissible, capable de
provoquer des maladies qui vont de I'asymptomatique a la sévére avec des signes
respiratoires, entériques, hépatiques et neurologiques. L’entrée de virus stimule les
cellules de I'immunité innée y compris les monocytes, qui exercent plusieurs fonctions

effectrices, notamment lactivité pro-inflammatoire, le remodelage tissulaire, la
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présentation d'antigéne, et des méme des capacités anti-inflammatoires. De plus, ces
cellules ont été réecemment décrites par leur capacité a développer une réponse
immunitaire exacerbée pour se protéger contre une seconde infection
indépendamment de l'immunité adaptative. Les protéines sont des molécules qui
interviennent dans plusieurs processus et mécanismes cellulaires. La détermination
de leur taux pourrait étre considérée comme un marqueur d’évaluation de I'activation

des monocytes infectés par SARS-CoV?2.

1.3.3. Objectif

L’objectif de cette étude et d’évaluer la concentration des protéines monocytaires dans
au cours de l'infection a SARS-CoV2.
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Chapitre 5. Conclusions et perspectives

La pandémie de COVID-19 est considérée comme la crise sanitaire mondiale la plus
grave depuis la grippe espagnole de 1918 et probablement la crise mondiale la plus importante
depuis la fin de la Seconde Guerre mondiale. Cette situation sanitaire qui est trés difficile
impose une mobilisation rapide non seulement des autorités sanitaires et de la communauté
médicale, mais aussi de toute la force de la communauté des chercheurs est nécessaire pour

identifier les meilleures méthodes pour diagnostic, prévention et traitement des patients.

Les monocytes sont les cellules de I'immunité innée qui jouent un réle crucial dans la
lutte contre les infections, notamment contre ce nouveau virus. L’objectif de cette étude est

d’évaluer la concentration des protéines au cours de l'infection par SARS-CoV2.

Y

Une bonne compréhension de cette immunité pourrait contribuer a réduire la

propagation de l'infection dans les premiéres phases de cette pandémie.
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Abstract Vi

Résumé

Introduction : Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN qui provoque actuellement une
nouvelle pneumonie virale hautement infectieuse et pathogéne. L'entrée de ce virus
stimule les cellules de 'immunité innée, y compris les monocytes. Ces derniers exercent
plusieurs fonctions effectrices distinctes grace a leur hétérogénéité. Les protéines
cellulaires interviennent dans plusieurs processus. L’évaluation de leurs niveaux
cellulaires pourrait indiquer I'activité des monocytes en réponse a des infections virales.

Objectif : I'objectif de cette étude est de déterminer les niveaux protéiques monocytaires
au cours de l'infection a SARS-CoV 2.

Matériels et méthodes : Les monocytes ont été isolés a partir de cellules mononucléées
du sang périphérique (PBMCs) de donneurs volontaires sains. Ces cellules ont été
infectées par le virus SARS-CoV-2 inactivé. Apres incubation, les monocytes ont été lysés
et la concentration intracellulaire des protéines a été déterminée.

Conclusion : Cette étude pourrait ouvrir de nouvelles pistes dans le développement
d'une nouvelle génération de vaccin contre le SARS-CoV-2.

Mots clés : SARS-CoV-2, monocyte, protéines.
Abstract

Introduction: SARS-CoV-2 is an RNA virus that is currently causing novel, highly
infectious and pathogenic viral pneumonia. Entry of this virus stimulates innate immunity
cells, including monocytes. The latter exercise several distinct effector functions thanks
to their heterogeneity. Cellular proteins are involved in several processes. Assessment of
their cellular levels could indicate the activity of the immunity induced by monocytes in
response to viral infections.

Objective: The aim of this study is to determine monocytic protein levels by SARS-CoV2
infection.

Materials and methods: Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) of healthy volunteer donors. These cells were infected with the inactivated
SARS-CoV-2 virus. After incubation, the monocytes were lysed and the intracellular
protein concentration was determined.

Conclusion: This study could open up new avenues in the development of a new
generation of vaccine against SARS-CoV-2.

Keywords: SARS-CoV-2, monocyte, proteins.
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