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Résumé

Résumé

Introduction : Les monocytes sont des cellules leucocytaires, qui orchestrent le systéme
immunitaire  inné en assurant plusieurs fonctions tels que la phagocytose, la présentation
d’antigéne, la réparation tissulaire, afin de pouvoir protéger I'organisme des infections
bacteriennes, microbiennes et virales. Récemment, des études ont montrée que les
monocytes ont une certaine mémoire dite entrainée. Cette derniere est définis comme
une reprogrammation fonctionnelle, ou les monocytes subissent des modifications
epigénétiques et métaboliques. Le glucose est 'un des métabolites clé de l'immunité
innée entrainée. Les monocytes interviennent dans toutes les étapes de l'infection par un
virus a ARN de la famille coronavidae, le SARS-COV-2.

Objectifs : évaluer le taux de IlGLU monocytaire lors d'une infection par SARS-COV-2

dans le contexte de la mémoire immunitaire entrainée.

Matériels et méthodes : Les monocytes isolés a partir des PBMCs du sang périphérique
des individus volontaires sains, ont été infectées une premiere et deuxiéme fois apres
24heures par SARS-COV-2 atténué, Ou le taux de I'ilGLU monocytaire a été évaluer dans

les lysats monocytaires apres chaque contact avec le virus atténué.

Conclusion : Il a été montré que les monocytes ont la capacité d’acquérir une immunité
entrainée dans certaine infections. Dans ce travail on voulait voir si c’est le cas dans une
infection par SARS-COV-2. En prenant les adaptations métaboliques en considération,

notamment le taux du glucose intracellulaire.

Mots clés : Monocytes, SARS-COV-2, immunité innée entrainée, glucose intracellulaire.



Abstract

Abstract

Introduction: Monocytes are leukocyte cells, which orchestrate the innate immune system
by performing several functions such as phagocytosis, antigen presentation, tissue repair, in
order to protect the body from bacterial, microbial and viral infections. Recently, studies have
shown that monocytes have a certain so-called trained memory. The latter is defined as
functional reprogramming, where monocytes undergo epigenetic and metabolic changes.
Glucose is one of the key metabolites for trained innate immunity. Monocytes are involved in

all stages of infection with an RNA virus of the coronavidae family, SARS-COV-2.

Objectives: To assess the level of monocytic iIGLU during SARS-COV-2 infection in the

context of trained immune memory.

Materials and methods: The monocytes isolated from the PBMCs of the peripheral blood of
healthy volunteers were infected a first and second time after 24 hours by attenuated SARS-
COV-2, where the level of the monocytic iGLU was evaluated in the Monocytic lysates after

each contact with the attenuated virus.

Conclusion: It has been shown that monocytes have the ability to acquire immunity caused
by certain infections. In this work we wanted to see if this is the case in a SARS-COV-2
infection. By taking metabolic adaptations into consideration, especially the intracellular

glucose level.

Keywords: Monocytes, SARS-COV-2, trained innate immunity, intracellular glucose.
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Introduction

Introduction

Les monocytes sont des cellules du systéeme immunitaire inné (Jakubzick et al. 2017 ) qui
participent aux réponses inflammatoires, a la phagocytose, a la présentation des antigénes
et & divers autres processus immunitaires , tout en reliant le systéme inné et adaptatif (Kiefer
et al., 2021). Les monocytes classiques (CD14 + CD16 - ), intermédiaires (CD14 + CD16 + )
et non classiques (CD14 - CD16 + ) sont les sous types des monocytes, une classifications
basé sur le taux d’expression relative de CD14 et CD16 (Pence, 2020). Les monocytes
matures dérivés des précurseurs dans la moelle osseuse, rejoignent la circulation sanguine
avec une demi-vie de 1 a 2 jours et extravasent dans les tissus périphériques pour se

différencier en macrophage ou cellules dendritiques (Trzebanski and Jung, 2020).

Par ailleurs, les monocytes subissent des modifications epigénetiques et métaboliques lors
des infections. Les intermédiaires métaboliques peuvent agir comme substrats, cofacteurs
ou inhibiteurs des enzymes modifiant la chromatine (Penkov et al., 2019). Récemment,
plusieurs études ont montré que les cellules de I'immunité innée possédent une mémoire
appelée immunité entrainée notamment pour les monocytes (Netea et al., 2020). Elle est
définie comme une reprogrammation fonctionnelle a long terme (Netea et al., 2020), dont les
changements métaboliques sont la base physiologique (Geller and Yan, 2020; Zhong et al.,
2020). L’immunité entrainée n'est pas seulement spécifique de l'antigene qui a induit la
réponse primaire, mais elle est plutét une réponse améliorée non spécifique a des stimulus
hétérologues (van Splunter et al., 2018). Parmi les changements métaboliques, le taux de
glucose peut étre une clé dans I'immunité entrainée, car le glucose est considéré comme

source importante d’énergie (Codo et al., 2020).

Le 31 décembre 2019, une pandémie mondiale a été signalée pour la premiére fois, dont
l'origine est le virus coronavirus-2 du syndrome respiratoire aigu sévére (SARS CoV-2),
(Yoshimoto, 2020). Un virus de la famille Coronaviridae, a ARN sphérique (Chan et al., 2020;
Jamai Amir et al., 2020). L’infection par ce virus présente un risque d'évolution clinique grave
en raison d'un syndrome inflammatoire dérégulé (Moore and June, 2020). Cette infection est
caractérisée par une tempéte de cytokines, un syndrome de détresse respiratoire aigué, et
dans certains cas une inflammation systémique—pathologie associé, ou les principaux
responsables de ces caractéristiques sont les monocytes (Martinez et al., 2020; Pence,
2020).

Dans cette optique, ce mémoire de master a pour objectif d'évaluer I''lGLU monocytaire au

cours de l'infection 8 SARS-CoV2 dans le contexte de 'immunity entrainée.

1
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Monocyte

1.1 Généralités

La découverte du microscope au XIX® et le développement des colorants cytologiques a
permis au Paul Ehrlich, de classé des globules blancs en leucocytes mononuclés
(Guilliams et al., 2018a).

En 1891, Ehrlich décrit les monocytes comme des «formes de transition» dans le sang
(Radzun, 2015). Cest qu’en 1910, que le terme «monocyte » a été introduit par Artur
Pappenhein. La définition des monocytes est devenue appliquée plus exclusivement aux
cellules transitionnelles d’Ehrlich (Guilliams et al., 2018a).

Les monocytes sont des cellules du systéme immunitaire inné, qui représentent ~10% des
cellules sanguines nucléées (Cormican and Griffin, 2020; Pence, 2020). Les monocytes
sanguins ont un noyau bilobé et un cytoplasme minime dépourvu de granules (Kitamura et
al., 2018). lls constituent 'un des composants du «systéme phagocytaire mononucléaire»
(MPS), en le partageant avec les macrophages et les cellules dendritiques
conventionnelles (cDC) (Guilliams et al., 2018a). Les monocytes matures dérivés des
précurseurs dans la moelle osseuse, rejoignent la circulation sanguine avec une demi-vie
de 1 a2 jours avant de migrer dans divers tissus pour reconstituer les macrophages (Kiefer
et al., 2021; Trzebanski and Jung, 2020).

Les monocytes relient le systéme inné et adaptatif, en participant aux réponses
inflammatoires, a la phagocytose, a la présentation de l'antigene et a divers autres
processus de la fonction immunitaire (Kiefer et al., 2021; Pence, 2020). Grace a des
réponses directes les monocytes jouent un rbéle clé dans I'immunité antimicrobienne,
notamment la reproduction des cytokines, en plus de réguler d’autres cellules du systéme

immunitaire inné et adaptatif (Cormican and Griffin, 2020).

1.2 Monocytopése :

Les progéniteurs de la lignée monocyte sont présents dans la moelle osseuse, le sang et
la rate (Raybarman and Bhattacharjee, 2020). Une division asymétrique des cellules
hématopoiétiques (CSH), donne naissance aux progéniteurs myéloides communs (CMP)
par un certain nombre d'intermédiaires pluripotents. Les CMPs se différencient en

progéniteurs de granulocytes et de macrophages dédiés a la lignée myéloide (GMP)
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(Trzebanski and Jung, 2020), ainsi qu'en progéniteurs de macrophages et de DC (MDP)
qui constituent une lignée sélectionnée de GMP (Trzebanski and Jung, 2020). Les MDPs
peuvent étre caractérisées par l'expression du récepteur du facteur 1 stimulant les colonies
(CD115) et quidonnenta leur tours deux populations distinctes de cellules, la population de
progéniteurs de monocytes commun (cMoPs) et la population des précurseurs de cellules
dendritiques communs (CDPs) (Raybarman and Bhattacharjee, 2020; Patel et al., 2017).
Longtemps les chercheurs considéraient le MDP comme le seul progéniteur de monocytes
dans la moelle osseuse (Liu et al., 2019; Trzebanski and Jung, 2020) (Figurel.1A). Alors que
récemment des données suggérent que le GMP et le MDP peuvent donner naissance a
des monocytes (Figurel.1B). De plus, les disparités dans les transcriptomes suggerent
gue les monocytes résultants des MDPs ou des GMPs different en fonction de leur origine
(Weinreb et al., 2020; Yéafiez et al., 2017) .

Dans la moelle osseuse l'ontogénie exacte des monocytes reste quelque peu
contradictoire et énigmatique. (Trzebanski and Jung, 2020; Yafez et al., 2017). Des
expériences de transfert adoptif de MDP et de cMoP dans des hbtes congéniques, étaient
la base de définir les MDPs comme les seuls précurseurs engagés dans les monocytes. Le
précurseur des monocytes (MP) est impliqué dans une voie alternative générée par
laquelle les GMPs donnent naissance a des monocytes a été proposeée. Il est a noter
cependant que le cMoP et le MP ne peuvent actuellement étre distingués que
transcriptionnellement et non discriminés par des marqueurs de surface (Yafnez et al., 2015,
2017).

Les MDPs ne proviennent pas des GMPs mais les monocytes peuvent provenir de ces
deux progénitures, des stimulus distincts ont donné de maniére différente des monocytes
provenant de GMP ou MDP. Donc, dans des conditions pathologiques et de différences
fonctionnelles dépendant de ligné, une monopoiese alternative pourrait étre impliquer
(Yafez et al., 2017).
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Figure 1.1. Voies de monocytopoese. d’apres (Trzebanski and Jung, 2020). Les
monocytes peuvent provenir des GMPs et des MDPs chez ’lhomme. CMP : progéniteurs myéloides
communs, GMP : progéniteurs de granulocytes et macrophages, MP : précurseur des monocytes, MDP :
progéniteurs de macrophages et de DC, cMoP : progéniteur de monocytes commun.

1.3 Sous population

Les monocytes humains forment un type de cellules hétérogéne constitué de sous-
populations phénotypiquement et fonctionnellement distinctes (Lund et al., 2016). lls sont
traditionnellement divisés en 3 populations, baser sur des différences d'expression de CD14
et CD16, codant pour le récepteur lipopolysaccharidique et le récepteur FC de faible affinité,
respectivement (Thomas et al., 2017).

La diversité des monocytes est bien reconnue mais la signification biologique et clinique des

différents sous-types de monocytes est loin d'étre completement élucidée (Cane et al.,
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2019). Durant I'homéostasie et dans des conditions pathologiques, chaque sous-population
peut avoir un role différent (Ozanska et al., 2020). La principale caractéristique des
monocytes est leur nature plastique, grace a laquelle ils peuvent exercer plusieurs roles au
cours de la réponse immunitaire (Figure 1.2) (Guilliams et al., 2018b).

1.3.1.1 Monocyte classique (CD14++++ CD16--)

Les monocytes classiques aussi appelées « monocytes inflammatoires (iMo) », comprennent
environ 80 a 95% des monocytes circulants et ont une taille de 18um (Sampath et al., 2018).
lls sont caractérisés par l'expression élevée du récepteur de chimiokine CCR2 et ils sont
libérés a plusieurs reprises de la moelle osseuse dans la circulation (Cane et al., 2019).

Les monocytes classiques se différencient peu en macrophages et surtout en cellules
dendritiques (Sampath et al., 2018). Les génes exprimés par les monocytes classiques
déterminent la présence de récepteurs scavengers et de récepteurs de lectine de type C
(Ozanska et al., 2020).

1.3.1.1.1 Fonctions

Les monocytes classiques sont hautement phagocytaires et sont connues pour étre
d'importantes cellules piégeuses. Ces cellules sont impliqués dans différentes fonctions,
telles que la réparation tissulaire et la réponse immunitaire, la cicatrisation et la coagulation
des plaies (Sampath et al., 2018).

Les monocytes classiques présentent des fonctions anti-apoptotiques et des réactions aux
stimuli. lls soutiennent également linflammation en exprimant les protéines S-100 pro-
inflammatoires, tels que la protéine S100A12 et S100A8/9 (Ozanska et al., 2020).

1.3.1.2 Monocyte intermédiaire (CD14 *** CD16™)

Les monocyte intermédiaire ont une taille intermédiaire, représentent environ 2 a 8% des
monocytes circulants (Sampath et al., 2018). lls expriment des niveaux plus élevés de
marqueurs de surface impliqués dans les interactions cellules présentatrices d'antigene-
cellules T (Ozanska et al.,, 2020; Sampath et al.,, 2018). La population des monocytes
intermédiaires est non homogéne, elle a le potentiel de se différencier en certains

macrophages et occasionnellement en cellules dendritiques (Sampath et al., 2018)
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1.3.1.2.1 Fonctions

Les monocytes intermédiaires assurent la production d'espéces réactives de l'oxygeéne
(ROS), la présentation de I'antigene et ils présentent un degré élevé de maturation du CMH
de classe Il et de présentation des genes. Les monocytes intermédiaires sont responsables
de la prolifération et de la stimulation des cellules T. lls expriment des niveaux élevés de
marqueurs de surface impliqués dans les interactions entre les cellules présentatrices
d'antigenes et les cellules T, tel que le CD40 et le CD54 (Ozanska et al., 2020; Sampath et
al., 2018).

1.3.1.3 Monocyte non classique (CD14 "CD16™)

Les monocytes non classiques ont une taille de 14um, représentent environ 2 a 11% des
monocytes circulants. lls parcourent I'endothélium a la recherche de blessures grace a leur
nature mobile. lls peuvent avoir un comportement pro-inflammatoire et sécréter des
cytokines inflammatoires en réponse a une infection (Sampath et al., 2018). Les génes de ce
type de monocyte définissent également les composants du complément et les capacités
pro-apoptotiques. (Ozanska et al., 2020). Les monocytes non- classiques se différencient

majoritairement en macrophages (Sampath et al., 2018).

1.3.1.3.1 Fonctions

Les monocytes non classiques sont responsables de la prolifération et de la stimulation des
lymphocytes T CD4 +, grace a I'expression de SLAN (6-Sulfo LacNac) (Lastrucci et al.,
2015). lls sont plus susceptibles de stimuler la production d'IL-4 par les cellules T CD4 +. lIs

expriment les génes liés a la mobilité du cytosquelette(Ozanska et al., 2020).
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Figurel.2. Diversité des fonctions des monocytes dans des conditions physiologiques
et pathologiques(Guilliams et al., 2018b) . Les monocytes peuvent se greffer dans des réservoirs de
monocytes périphériques ou peuvent se différencier en monocytes non classiques ou en macrophages résidents dans les
tissus a I'état d'équilibre. Les monocytes peuvent également acquérir des capacités inflammatoires, régénératrices ou de
présentation d'antigénes lorsqu'ils pénétrent dans des tissus enflammeés. Une inflammation sévére peut conduire a une
monopoiese d'urgence avec la production de nouveauxsous-ensembles de monocytes avec des caractéristiques
fonctionnelles altérées. L'inflammation peut avoir des effets a long terme sur I'hématopoiése et entrainer une immunité
entrainée associée a une production accrue de monocytes produisant plus de cytokines inflammatoires.

1.4 Principaux marqueurs de surface des sous-ensembles de monocytes et leurs
niveaux d'expression

Les monocytes subissent dans des conditions de maladie des changements fonctionnels qui
sont détectables par une expression différentielle des marqueurs de surface. Il ya des
marqueurs qui augmentent tant dit que d’autres diminuent (Marimuthu et al., 2018).

En outre, l'immunophénotypage des sous-ensembles de monocytes a montré une
expression différentielle des marqueurs de surface, avec une expression plus élevée de

CD11b et CD62L sur les sous-ensembles classiques et intermédiaires et une expression
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plus élevée de CD1llc et CX3CR1 sur le sous-ensemble non classique (Tableau 1.1)
(Boyette et al., 2017).

Tableau 1.1 Principaux marqueurs de surface des sous-ensembles de monocytes et leurs
niveaux d'expression, D’apres (Boyette et al., 2017; Ozanska et al., 2020; Sampath et al., 2018;
Ziegler-Heitbrock, 2015). ACE : Enzyme de conversion de I'angiotensine, CD: Cluster de
différenciation, HLA : Human Leukocyte Antigen, CCR : cc chemokine receptor, CXCR : Chemokine (C-X-
C motif) Receptor, CX3CR : chemokine (C-X3-C motif) Receptor, TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor,
IL : Interleukine, Tie : Tyrosine Kinase with immunoglobuline like and EGF like domain, Siglec : Sialic
Acid Binding Immunoglobuline like Lectine, SLAN : 6-Sulfo LacNac, P2RX : Purinergic Receptor P2X1,
TLR : Toll like Receptor

Marqueurs et genes | Monocytes classiques | Intermédiaires Non-classiques
ACE + ++ +
CD14 ++ ++ +
CD16 (FcyRIII) - + +
CD64 (FcyRI) ++ ++ +/-
CD86 + +++ ++
HLA-AB ++ +++ +
HLA-DR +/- +++ ++
CCR1 ++ + -
CCR2 (CD192) ++ - -
CCR5 (CD195) + ++ -
CXCR1 +++ +/- -
CXCR2 +++ +/- -
CX3CR1 - ++ ++
CD62L ++ - -
TNFR1 + ++ -
TNFR2 - + ++
IL-13Ra1 + - -
Tie-2 (CD202B) - + +/-
Siglec10 - + +
CD43 -- + ++
SLAN + +/- +++
(subpopulation)

CD123 +/- ++ +++
P2RX1 +/- ++ +++
CD40 +/- +++ ++
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CD11b + + ++
CD115 + ++ +++
CD9 +++ ++ +/-
CD36 +++ +++ +/-
CD99 +++ + +/-
CD163 ++ +++ +/-
TLR2 + + +
TLR4 + + +

1.5 Cytokines

Les cytokines sont de petites protéines de signalisation solubles d’'un poids moléculaire
compris entre 6 a 7 KDa, qui régulent un large éventail de fonctions biologiques, notamment
limmunité innée et acquise, I'inflamation, la réparation et 'hématopoiése (Zhang and An,
2007).

Nombreuses infections aigues et cytokines induisent la production et la mobilisation des
populations de monocytes de la moelle osseuse. Des populations considérées généralement
comme pro-inflammatoire et avec une gamme d’activités antimicrobiennes (Al-Samkari and
Berliner, 2018), sont recrutées sur des sites d’inflammation ou elles produisent une tempéte
de cytokine et peuvent répondre aux modéles moléculaires associés aux agents pathogénes
(PAMP) et aux modeles moléculaires associés aux dommages (DAMP) ou bien dans les
nombreux modéles expérimentaux tels que [lactivation avec de fortes doses de

lipopolysaccharides (LPS) (Mangalmurti and Hunter, 2020).

Dans une expérience menée par Boyette et al, des sous-ensembles de monocyte ont été
isolés et stimulés avec des agonistes des récepteurs de type Toll 1 a 9. Ces derniers étaient
distincts par leur sécrétion d'IL-1B, d'IL-6 et de TNFa. Les monocytes intermédiaires ont
produit des niveaux de TNFa comparables aux monocytes classiques en réponse a tous les
stimulants. De méme, la sécrétion d'IL-6 par le sous-ensemble classique était plus élevée
gue les autres sous-ensembles (Tableau 1.2), en particulier en réponse a la flagelline, une

protéine bactérienne qui se lie via TLR5 (Boyette et al., 2017).

Tableau 1.2 Cytokines produites par différents sous-types de monocytes en mettant
en évidence les divergences constatées dans la littérature (Ozanska et al., 2020). ND :
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No data (pas de données) TNF : Tumor Necrosis Factor, IL : Interleukine, CCL : cc Chemokine Ligand, G-
CSF : Granulocyte- Colony-Stimulating Factor.

Cytokines Monocytes Monocytes Monocytes
Classiques Intermédiaires Non - classiques
TNF-a ND Elevée,intermédiaire, basse | Elevée, basse
IL-1B ND Elevée,intermédiaire, basse | Elevée, basse
IL-6 Elevée, intermédiaire | Elevée,intermédiaire, basse | Elevée, intermédiaire
IL-8 Intermédiaire Intermédiaire Intermédiaire, basse
IL-10 Elevée Elevée, basse Basse
CCL2 Elevée Basse Basse
CCL3 ND ND Basse
G-CSF Elevée Basse Basse

Trained immunity

La mémoire immunitaire a été classiqguement considérée comme présente que dans les
cellules du systéme immunitaire adaptatif, au cours des derniéres années, il est devenu
de plus en plus clair que les cellules immunitaires innées ont également une mémoire
(Riksen and Netea, 2021).

L'état d'activation modifié des monocytes et des cellules dérivées de monocytes reste
efficace méme des semaines aprés I'élimination du pathogéne. Ce phénoméne est bien
connu sous le nom d '« immunité innée entrainée » (van der Heijden et al., 2018; Netea and
van der Meer, 2017).

L'immunité entrainée est décrite comme une reprogrammation fonctionnelle a long
terme des cellules immunitaires innées. Elle est provoquée par des infections exogénes
ou endogénes, caractérisée par une réponse plus efficace a un deuxiéme contacte ( Netea
et al.,, 2020). Contrairement a la mémoire immunitaire adaptative, I'immunité entrainée
est une réponse améliorée non spécifique a des stimuli hétérologues (van Splunter et al.,
2018).

10
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by

L'inflammation induite par linfection peut imposer des effets a long terme sur
'hématopoiése entrainant une hématopoiése entrainée. Il y a une augmentation
soutenue de la production de monocytes qui possédent des capacités plus élevées pour
offrir une immunité  protectrice et conférer une protection non spécifique contre les
infections secondaires (Raybarman and Bhattacharjee, 2020).

Initialement, il a été démontré que l'immunité entrainée agissait par le biais des cellules
myéloides matures (Netea et al., 2020). Jusqu'a récemment, cette hypothése a donné lieu
a une énigme, car les cellules myéloides matures, comme les monocytes et les CD( cellules
dendritiques), chez les humains, ont une courte durée de vie, avec une demi-vie moyenne
de 5 a 7 jours (Rieckmann et al., 2016). Par ailleurs, la maniére dont l'immunité entrainée
peut étre maintenue dans les cellules myéloides pendant plusieurs mois, années et méme
décennies (Patel et al., 2017), demeurait inconnue. Des études plus récentes ont résolu
cette question en révélant que l'immunité entrainée peut se produire dans les cellules
progénitrices de la moelle osseuse, elle est dite immunité entrainée centrale, ainsi que dans
les monocytes sanguins et les macrophages tissulaires, appelée immunité entrainée
périphérique(Figure 1.3) (Netea et al., 2020).

Il a en effet été observé, que les effets de I'immunité entrainée peuvent durer des semaines,
voire des mois, ce qui a conduit a se demander si I'administration d'un agent d'entrainement
tel que le B-glucane avait un impact sur la moelle osseuse qui peut conduire a un phénotype
immunité entrainée plus durable ou si les cellules de la périphérie étaient elles-mémes
entrainées (Geller and Yan, 2020). Mais, méme en tenant compte de cela, l'immunité
entrainée est de plus courte durée que la mémoire immunologique adaptative classique,

dite généralement réversible (Dominguez-Andres and Netea, 2019; Netea et al., 2016).

11
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Figurel.l Immunité entrainée centrale et périphérique (Netea et al., 2020). Bien que
I'immunité entrainée ait d'abord été établie dans les cellules de la lignée des phagocytes mononucléés
(c'est-a-dire les monocytes et les macrophages), les monocytes ont une durée de vie relativement courte
et sont peu susceptibles de transmettre leur phénotype de mémoire a leur progéniture et de fournir une
protection durable. Ainsi, les stratégies vaccinales actuelles qui ciblent directement les monocytes ou les
macrophages peuvent avoir une capacité limitée a générer une mémoire immunitaire innée soutenue. En
revanche, les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules alongue durée de vie dotées de
propriétés d'auto-renouvellement qui résident dans la moelle osseuse. La moelle osseuse est le site de
I'hématopoiése ou les CSH subissent continuellement une division asymétrique donnant naissance au
répertoire complet des types de cellules myéloides et lymphoides. Les CSH peuvent répondre
directement aux infections aigués et chroniques. Bien que les mécanismes exacts de la prolifération ou
de la différenciation des précurseurs ne soient pas bien compris, l'activation persistante des CSH peut
entrainer leur épuisement, entrainant des effets dévastateurs sur le compartiment immunitaire
systémique. Les monocytes dérivés de CSH entrainées migrent vers les organes périphériques, ou ils
donnent naissance a des macrophages dérivés des monocytes avec des fonctions effectrices améliorées
contre différents types d'agents pathogénes. Les cellules tueuses naturelles (NK) possédent des
caractéristiques immunitaires adaptatives aprés une infection. Lors de la réinfection, ces cellules NK
mémoire subissent une expansion secondaire et peuvent dégranuler et libérer plus rapidement des
cytokines, entrainant une réponse immunitaire plus protectrice. Les cellules souches épithéliales
présentent des fonctions de mémoire au cours d'une maladie inflammatoire allergique humaine, affichant
des changements dans l'accessibilité de la chromatine lorsque le stimulus est retiré. BCG, bacille
Calmette-Guérin ; CMP, progéniteur myéloide commun : GMP, progéniteur granulocyte—-macrophage ;
MPP, géniteur multipotent.

Les modifications épigénétigues de limmunité entrainée ont été associées a la
reprogrammation métabolique des cellules immunitaires innées. Les intermédiaires

métaboliques peuvent agir comme substrats, cofacteurs ou inhibiteurs des enzymes

12
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modifiant la chromatine (Penkov et al., 2019). Le processus de formation des monocytes
est facilité par ces changements tels que les modifications d'histones des génes codant

pour les cytokines pro-inflammatoires tels que I'lL-6 et le TNF et les génes de la voie mTOR
(Raybarman and Bhattacharjee, 2020). Les adaptations épigénétiques et métaboliques a
long terme , sont la base physiologique de lI'immunité innée entrainée (Zhong et al., 2020).
Ce lien bien documenté entre le métabolisme énergétique cellulaire et les modifications
épigénétiques suggere que la reprogrammation métabolique des cellules immunitaires peut
réguler la plasticité phénotypique et fonctionnelle de ces cellules (Penkov et al., 2019). Par
ailleurs, plusieurs études ont montré que les cytokines tels que IL-1, I'lFN-y, I'lL-1B et I'lL-32

jouent un réle dominant dans l'immunité entrainée (Mantovani et al., 2019).

Les changements métaboliques sont une caractéristique importante de la mémoire de
limmunité innée, car les les enzymes épigénétiques, qui modifient la chromatine sont
regulés par les métabolites de I'énergie vitale (Geller and Yan, 2020). Parmi les
caractéristiques clés de I'immunité innée entrainée, est le passage métabolique de la
phosphorylation oxydative vers la glycolyse aérobie, médiée par la voie AKT/mTOR/HIF1a
(Cheng et al., 2014).

3. Glucose le métabolite clé

Les cellules immunitaires innées, comme toutes les autres cellules ont besoin de plusieurs

voies métaboliques pour exécuter leurs divers réles , répondre aux micro-environnements
changeants; et également pour effectuer des fonctions importantes dans le développement
de la mémoire immunitaire innée (Codo et al., 2020). Le glucose est la principale source
d'énergie des cellules (Belhassena et al., 2020). Il est transporté a l'intérieur des MO par des
transporteurs de glucose (GLUT) qui comprennent trois isoformes : GLUT1, GLUT2 et
GLUT3 (Vrhovac and Breljak). Une fois a l'intérieur des cellules, le glucose peut étre oxydé
par glycolyse pour produire de I'ATP et un certain nombre d'autres métabolites(Breda et al.,
2019).

L'activation des monocytes implique des fonctions effectrices et un passage simultané du
métabolisme oxydatif au métabolisme glycolytique qui est caractérisé par une augmentation
de l'expression des transporteurs de glucose (Cheng et al., 2014). Cette augmentation du
métabolisme glycolytique est également observée dans l'immunité entrainée des monocytes,

une forme de mémoire immunologique innée (Palmer et al., 2016). Les changements dans le

13
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métabolisme cellulaire, avec un passage de la phosphorylation oxydative a la glycolyse
aérobie (effet Warburg), sont cruciaux pour l'induction de l'immunité entrainée induite par les
B-glucanes (Figure 1.4) (Arts et al., 2016).

Glucose

Monocyte au Glycolyse
repos

Pyruvate

e \

Phosphorylation oxydative
Glucose

ﬁonocyteactivé Glycolyse  {ummm— HIFJ}

/ I

Effet mTOR
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Figure 1.4. Glycolyse aérobie dans le monocyte activé entrainé, D’aprés (Arts et al.,
2016; Breda et al., 2019)

La glycolyse est I'une des principales voies métaboliques dans tous les types de cellules
pour fournir de I'énergie et des éléments constitutifs des voies de biosynthése essentielles. Il
implique la conversion du glucose en pyruvate dans le compartiment cytosolique, qui peut
étre transféré dans le cycle de l'acide tricarboxylique (TCA), ou fermenté en lactate (Riksen
and Netea, 2021). Il existe une relation bilatérale étroite entre la régulation positive du
métabolisme glycolytique et la reprogrammation épigénétique (Keating et al., 2020). Dans
une étude récemment établie les chercheurs ont observé que plusieurs génes associés a la
glycolyse ont augmenté dans les monocytes de lavages broncho-alvéolaires (BAL) de
patients COVID-19. Ainsi, ils ont émis I'nypothése que la disponibilité du glucose peut
affecter la capacité de réplication virale. En résumé, leurs résultats montrent que, au moins
dans les monocytes, 'augmentation de la glycolyse est un trait spécifiquement provoqué par
la CoV-2 (Codo et al., 2020).
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L'incubation des cellules avec du 2-désoxy-D-glucose, a empécher la stimulation des
monocytes et l'immunité entrainée, c’est ainsi que le réle du glucose comme substrat
énergétique pour les monocytes a été démontré (Cheng et al., 2014).

Covid 19

4.1 Origine et historique :

A Wuhan, la capitale du Hubei, en Chine, des cas de maladie grave provoquant une
pneumonie et la mort ont été signalés pour la premiére fois, vers la fin de décembre 2019.
Peu de temps aprés, I'agent se propage a travers la Chine, dans le monde et le nombre de
cas a considérablement augmenté (Ahn et al., 2020). Le 7 janvier 2020, cet agent pathogéne
a été isolé et confirmé qu’il s’agissait d’'un nouveau type de Coronavirus par le centre chinois
de contrdle et de la prévention des maladies (CDC) (Ge et al., 2020), et I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) 'a nommé 2019nCoV (Chen et al., 2020b). Le 30 janvier,
'OMS déclara que le virus constitue une « urgence de santé publique de portée
internationale » (ISPP) (Zarocostas, 2020). Ensuite le 21 février la commission internationale
de taxonomie des virus (ICTV) a déclaré le 2019-nCov comme coronavirus du syndrome
respiratoire aiglie sévere 2 (SARS-CoV-2) (Ge et al., 2020), et en méme temps 'OMS a
nommeé la maladie COVID-19 (Jamai Amir et al., 2020).

4.2 Epidémiologie

4.2.1 Origine et évolution

Le nombre de cas de COVID-19 signalés a 'OMS a augmenté depuis le premier rapport de
COVID-19 en décembre 2019 du bureau de pays de 'OMS en Chine (Ahn et al., 2020).
L’examen épidémiologique a révélé que la source d’infection, pourrait étre reliée au marché
des poissons de Chine du Sud a Wuhan (Li et al., 2020b), tandis que la voie d'infection
exacte du premier cas reste incertaine. Le nombre de cas confirmés en Chine a augmenté
jusqu'a la mi-février 2020 (Ahn et al., 2020).

En espace de deux mois, prés 3 000 déces et de 100 000 cas ont été répertoriés dans plus

de 50 pays et sur les cing continents (Segondy, 2020).
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421.1 Covid 19 dans le monde

Les cas identifiés dans les pays extérieur de la chine étaient particulierement des voyageurs
ayant été infecté en Chine, plusieurs pays tel que les Etats Unis, le Vietnam, I'Allemagne, le
Singapore, I'Australie, le Japon ont signalé la détection des cas COVID-19 associé aux
voyageurs venant de la Chine. Ensuite, le COVID-19 a commencer a se propager a I'échelle
nationale de plusieurs pays comme I'ltalie, le Japon, I'lran, a partir du mi-février 2020 (Figure
1.5) (Ahn et al., 2020).
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Figure 1.5. Distribution mondiale des cas confirmés de COVID-19, au 15 mars (Ahn et

al., 2020). La distribution des cas confirmés de COVID-19 dans chaque pays est présentée dans le

diagramme.

4.2.1.2 Covid 19 en Algérie

L'Algérie, située en Afrigue du Nord, Depuis le premier cas, signalé le 25 février 2020 est
le deuxiéme pays touché en Afrique, avec I'Afrique du Sud, I'Egypte, le Nigéria, le Maroc et
Ghana. C'est aussi le troisiéme pays en termes de déceés (Lounis, 2021). Apres le premier
mai, tous les 48 départements d'Algérie ont été touchés avec un nombre variant de 2 a 865
de cas positifs (Lounis, 2020).

Géographiguement, le plus grand nombre de cas est signalé dans le nord de I'Algérie,
notamment dans le département de Blida (865 cas) et ses départements frontaliers comme
Alger (563 cas), Ain Defla (237 cas), Tipaza (188 cas) et Medea (121) (Lounis, 2021).

Le département d'Oran dans le Nord-ouest est considéré comme le troisieme département le

plus touché, avec 286 cas positifs. En revanche, un autre foyer de la maladie a été observer
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dans certains départements du nord-est comme Sétif (243 cas), Constantine (221 cas),
Bordj Bou Arreridj (167 cas) et Bejaia (151 cas) (Lounis, 2020). Le département de Saida
(63), Relizane (189) et Chlef (194) dans la région de l'ouest et lllizi (124), Tamenrasset
(194) et Tindouf (195) du sud sont les moins touchés (Figure 1.6) (Lounis, 2021; Radwan,
2020).
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Figure 1.6. Répartition géographique des cas de COVID-19 en Algérie (13 aolt 2020)
(Radwan, 2020).

4.2.2 Réservoir

Plusieurs études ont suggéré que la chauve-souris pourrait étre le réservoir potentiel du
Sars-CoV-2 , car ils sont le réservoir naturel d’'une grande variété de CoV, y compris les
virus de type Sars-CoV et de type Mers-CoV (Lescure et al., 2020).

Au niveau phylogénétigue le SARS-CoV-2 a afficher une proche affinité avec des
coronavirus de chauves-souris, Bat-SL-CoVZC45 et Bat-SL-CoVZXC21, avec 88% de

similitudes, puis 79% avec le SARS-CoV, 50% pour MERS-CoV et le plus élevée était RatG3
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avec une ressemblance de 96% de plus avec le Pangolin-CoV 91,02% (Guo et al., 2020;
Oberemok et al., 2020). Mais jusqu’a présent rien ne prouve que l'origine du (2019 n CoV)
provenait du marché de fruits de mer de Wuhan (Figure 1.7) (Lescure et al., 2020).

Intermediate host

'ﬂ Mode of Final host
transmission

Origin MERS-CoV: Camel  Close contact with
mucus or fluids
—— -— e
Diet or close
SARS-CoV: Civet cat contact
Bat \ A
2 o Human

SARS-CoV-2: Pangolin?

Figure 1.7. Origines et hoétes intermédiaires du SARS-CoV-2, du SARS-CoV et du
MERS-CoV (Yi et al., 2020).

4.2.3 Transmission

Au début, on pensait que la transmission du virus se faisait de 'animal a ’homme, car plus
de la moitié des sujets atteints avaient fréquenté le marché de fruits de mer, cependant les
jours suivants cette hypothése a été écarter (Jamai Amir et al., 2020). Actuellement, il est
admis que la transmission interhumaine est la principale voie de transmission (Lescure et al.,
2020).

La pénétration du virus dans l'organisme peut se faire par contact avec les yeux, nez,
bouche avec des mains contaminées, par inhalation de gouttelettes/sécrétions d’'un malade,
ou en cas de contact avec des surfaces infectées. Jusqu’a présent, la transmission verticale
n’a pas été confirmée, cependant plusieurs cas de transmission postnatale ont été rapportés
(Chen et al., 2020a; Qiao, 2020). Par ailleurs, lisolement d’ARN viral dans le sang et les
selles a évoqué la possibilité d’'une contamination sanguine ou oro-fécale qui n’a toutefois
pas été démontrée a ce jour (Chen et al., 2020c; Wang et al., 2020b). Méme la
contamination par la muqueuse oculaire pourrait étre possible (Wu et al., 2020c). Une étude
réalisée par Li et al, a 'hdpital de Zhongnan de l'université de Wuhan a montré que 29 % du
personnel médical et 12,3 % des agents de sécurité ont été infectés par Covid-19 en milieu
hospitalier (Li et al., 2020a).
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4.2.4 La période d’incubation

C’est une notion importante pour déterminer la durée de lisolement afin de contréler la
propagation de l'infection. Elle est définie comme lintervalle entre la date d’'un premier
contact potentiel avec un patient suspect ou confirmé de Covid-19 et la date d’apparition
des signes cliniques. La période d’incubation varie de deux a quatorze jours avec une
médiane de cinq jours. Or, I'étude de Guan et al., réalisée sur un large échantillon, a
suggéré une moyenne de trois jours, avec une extréme arrivant a 24 jours (Backer et al.,
2020).

4.25 Age et sexe

Par rapport a des études menées a Wuhan la majorité des patients atteints de Covid-19
sont des hommes adultes, leurs moyennes d’age étaient de 55,5 ans (Chen et al., 2020b;
Huang et al., 2020; Wang et al., 2020a). Les sujets agés ne représentaient que 14,6 % des
malades (Ryu and Chun, 2020; Yin and Wunderink, 2018). L’atteinte des enfants est
moins fréquente et moins grave, néanmoins des chercheurs ont décrit I'atteinte des

nourrissons moins d’'un mois (Guan et al., 2020; Verity et al., 2020)

4.2.6 Facteurs derisque

Dans une étude menée sur 51 de patients, les chercheurs ont montré que 50,5 % des
patients souffraient de pathologies chroniques, a savoir les maladies cardio-vasculaires et
cérébro-vasculaires (40,4 %) (Chen et al., 2020b). Dans une série de 1 099 patients
atteints de Covid-19, il a été détecté chez 23,2 % I'hypertension, suivie du diabéte sucré
(14,9 %) (Ryu and Chun, 2020).

4.3 Propriétés virales

4.3.1 Taxonomie

Du point de vue taxonomique, le SARS-CoV-2 (communément appelé "coronavirus")
appartient au domaine des Riboviria, a l'ordre des Nidovirales, au sous-ordre des
Cornidovirineae, a la famille des Coronaviridae, a la sous-famille des Orthocoronavirinae,
au genre Betacoronavirus (lignée B), le sous-genre Sarbecovirus, et I'espéce syndrome

aigué sévere lié au syndrome respiratoire (SARS-COV2) (Figure 1 .8) (Chan et al., 2020).
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Figure 1.8. Classifications des Coronavirus.d’aprés (Rehman et al., 2020).

4.3.2 Structure

Le SARS-COV-2 est un virus sphérigque, enveloppé de 60-220 nm, comprend de I'extérieur
vers l'intérieur, la glycoprotéine Spike (S) qui donne l'aspect en couronne au virus en
microscopie électronique, I'enveloppe, la membrane et la nucléocapside elle-méme,qui
est icosaédrique a symétrie cubique. Cette derniére contient une molécule de génome
viral, de I'acide ribonucléique (ARN) monocaténaire, non segmenté et positif, avec 29 881
paires de bases (Jamai Amir et al., 2020) .

La séquence d'ARN de SARS-COV-2 a une longueur d'environ 30 000 bases. Le virion a

un diamétre d'environ 120 nanometres (Figure 1.9) (Akram and Mannan, 2020).
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Spike protein (S)

Spike glycoprotein ’- Membrane protein (M)

Envelopeﬁ

-l- Envelope protein (E)

Genomic RNA
(ssRNA+Sense)

Nucleoprotein (N)

Figure 1.9. Représentation schématique de la structure du SARS-CoV-2 (Mishra and

Tripathi, 2021). Le virion du coronavirus est formé de protéines structurelles, a savoir la pointe (S),
I'enveloppe (E), la membrane (M), la nucléocapside (N). Le génome ARN simple brin positif (+ARNss) est
encapsidé par N, pendant que M et E assurent son incorporation dans la particule virale durant le
processus d'assemblage. Les triméres S débordent de I'enveloppe virale dérivée de I'hdte et assurent la
spécificité des récepteurs d'entrée cellulaires.

4.3.3 Protéines

La majorité des protéines du SARS-CoV-2 ont été caractérisées en détail. Les protéines du
SARS-CoV-2 consistent en deux grandes polyprotéines, ' ORF1a et TORF1ab, qui se clivent
par protéolyse pour former 16 protéines non structurelles, quatre protéines structurelles,
connues sous le nom de protéines S (spike), E (enveloppe), M (membrane) et N
(nucléocapside), et huit protéines accessoires : ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8a, ORF8b et ORF9b (Akram and Mannan, 2020; Yoshimoto, 2020).

4.3.3.1 Proteines non structurelles

Dans I'ARN génomique de SARS-CoV-2, Il existe deux ORF, ORF1a et ORF1b codant pour
diverses protéines non structurelles (NSP),a I'extrémité 5'. Les polypeptides traduits de 'ORF
la et b sont transformés en environ 1 a 15 NSP. Les NSPs assurent plusieurs réles surtout
dans la réplication (Tableau 1.3) (Raj, 2021).
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Tableau 4.1 Protéines non structurelles (NSPs) du poly-protéines du SARS-CoV-2

(Mishra and Tripathi, 2021; Yoshimoto, 2020). Nsp: Proteine non structurelle, ARN : acid
ribonucliotide, PHB1 (Prohibitin 1).

Nom Acides aminés Fonctions

Nspl 180 acides aminés e Induire le clivage de I'ARNm de I’'hGte (protéine leader)

Nsp2 638 acides aminés e Selie au et PHB2 (Prohibitin 2)

Nsp3 1945 acides aminés e Libérerles NSP 1, 2, 3 (protéinase de type papaine)

Nsp4 500 acides aminés e Réarrangement membranaire

Nsp5 306 acides aminés e Clivage de 11 sites de la polyprotéine NSP (3C like
protéinase)

Nsp6 290 acides aminés e Responsable de la conception des autophagosome

Nsp7 83 acides aminés e Dimérise avec Nsp8

Nsp8 198 acides aminés e Stimules Nsp12

Nsp9 113 acides aminés e Selie aux hélicases

Nsp10 139 acides aminés e Stimules Nspl6

Nsp1l 13 acides aminés e Indéterminé

Nspi12 932 acides aminés e Copie la méthylation de I'ARN viral (ARN polymérase)
(guanine)

Nspi13 601 acides aminés e Détache I'ARN duplex (hélicase)

Nspl4 527 acides aminés e ARN 5'-cap (exonucléase 3' a 5, guanine N7
méthyltransférase)

Nsp15 346 acides aminés e Dégrader I'ARN en (endoRNAse/endoribonucléase) pour
échapper la défense de I'hote

Nspl6 298 acides aminés e Méthylation (adénine) de I'ARN a 5'-cap(2’-O-ribose

méthyltransférase - cible potentielle du

médicament

antiviral)
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4.3.3.2 Proteines stucturelles

4.3.3.2.1 Protéine S

La protéine spike est une glycoprotéine dont le poids moléculaire est d'environ 150 kDa
(Akram and Mannan, 2020), qui sert d'intermédiaire pour l'attachement du virus a la
cellule héte- Cette protéine reconnait la protéine humaine de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine 2 (ACE2) a la surface de la cellule héte (Lan et al., 2020; Walls et al., 2020).
Par conséquent, la protéine S détermine dans une certaine mesure la gamme d'hotes
(Fung and Liu, 2019; Wu et al.,, 2020a). Une étude récente a montré que les anticorps
polyclonaux de souris anti-protéine spike du SARS-CoV-2 ont puissamment inhibé I'entrée
du virus dans les cellules (Yoshimoto, 2020). Il est intéressant de noter qu'un site de clivage
de la furine était situé dans la protéine S du SARS CoV-2 lors qu'il était absent de la protéine
S du SARS CoV. Cette différence de site peut éventuellement expliquer la différence de
pathogénicité de ces deux virus (Walls et al., 2020). La séquence d'acides aminés de la
glycoprotéine spike se compose de trois éléments : un grand domaine ecto, une ancre
transmembranaire & passage unique et une courte queue intracellulaire C-terminale. Une
unité de liaison aux récepteurs S1 et une unité de fusion membranaire S2 constituent le

domaine ecto (Akram and Mannan, 2020).

4.3.3.2.2 Protéine E

La protéine d'enveloppe est une petite protéine membranaire intégrale des coronavirus, qui
peut s'oligomériser et créer un canal ionique. La protéine E assume de multiples réles dans
le cycle de réplication virale, de lI'assemblage viral, la libération des virions; et la

pathogenése virale (Yoshimoto, 2020).

4.3.3.2.3 Protéine N

La protéine de la nucléocapside (N) des coronavirus est une protéine structurelle qui se
lie directement a I'ARN viral et assure sa stabilité (Grunewald et al., 2018). La protéine N du
SARS-COV-2 empéche l'activité du complexe cycline-cycline-kinase dépendante (cycline-
CDK). Cette inactivation provoque I'hypophosphorylation de la protéine rétinoblastome et
inhibe a son tour la progression de la réplication du génome dans le cycle cellulaire
(Yoshimoto, 2020).
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4.3.3.2.4 Protéine M

La protéine membranaire (M) du SARS-COV- 2 est la protéine la plus structurée et joue un
role dans la détermination de la forme de I'enveloppe du virus. La protéine M est intégrale,
assure un role important dans l'assemblage viral. De plus, il a été prouvé que la protéine M
du SARS-COV-2 provoque l'apoptose. Elle interagit avec la protéine de la nucléocapside (N)
pour encapsider le génome ARN (Yoshimoto, 2020).

4.3.3.3 Protéines accessoires
Les génomes contiennent également un nombre variable de cadres de lecture ouverts (ORF)

codant pour des protéines accessoires qui ne sont pas essentielles a la réplication du virus,

mais semblent jouer un réle dans la pathogenése (Tableau 1.4) (Michel et al., 2020).

Tableau 4.2 Protéines accesoires et leurs rdles (Mishra and Tripathi, 2021).

Proteines Fonctions

ORF3a e impliquation dans le trafic de la protéine S et de I'apoptose

ORF3b e inhibition des activités des interférons

ORF6 e antagoniste de l'interféron | qui se lie aux caryophérines et diminue la

réponse interféron/antivirale

ORF7a e impliquation dans I'apoptose induite par le virus ; inhibition
CD317 e qui empéche la libération des CoVs

ORF7b e fonction inconnue

ORF8 e fonction inconnue

ORF9b e impliquation dans la dégradation des signalosomes ;

e limite les réponses des cellules hotes aux interférons

434 Génome
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Le génome du SARS-CoV-2 consiste en un ARN simple brin positif de prés de 29 900
nucléotides et d'un contenu G+C de 38 %, codant pour 9 860 acides aminés. La
caractérisation du génome a révélé la présence de deux régions flanquantes non traduites,
la 5'UTR qui contient 265 nucléotides et la 3'UTR avec une longueurs de 358 nucléotides
(Chan et al., 2020). L'ARN génomique possede une coiffe en 5' et une queue en 3' en poly-
A, ainsi que de nombreux cadres de lecture ouverts (ORF). La réplicase du virus est codée
par deux grands ORF, 'ORF1a et TORF1b. Cet ARN code pour des protéines structurelles et
non structurelles ayant des fonctions différentes. Les protéines structurelles sont codées par
I'extrémité 3'-terminus et comprennent la glycoprotéine d'enveloppe (S), (E), (M) et (N) (Fung
and Liu, 2019; Zhou et al., 2020). L'extrémité 5'-terminale du génome consiste en des géenes
accessoires qui sont spécifiques de I'espéce et codent pour les polyprotéines ppla et pplb.
La polyprotéine ppla se divise ensuite en protéines non structurelles qui participent a la
transcription et a la réplication du génome (Anastasopoulou and Mouzaki, 2020; Chan et al.,
2020; Chen et al., 2020d).

Dans une étude les chercheurs ont démontrer une similitude génomique et phylogénétique
entre le Sars-Cov-2 et le Sars-CoV (Wu et al., 2020b). Les protéines structurelles M, N et E
du SARS-CoV-2 présentaient une similarité de plus de 90 % avec les coronavirus connus.
L'analyse du génome complet a montré que le gene S du SARS-CoV-2 est plus long que
celui des autres SARSs-CoVs. |l existe trois courtes insertions dans le domaine N-terminal et
des altérations dans quatre des cing résidus dans le motif de liaison au récepteur (Figure
1.10) (Chan et al., 2020; Zhou et al., 2020).

0 7,500 bp 15,000 bp 22,500 bp 30,000 bp
I — ]

. oRFla | OoRFb | S _3EM|| | N

) ) e~ © o o

M Open Reading Frames/Non-structural Proteins (Nsp) o € % P
60

(o]

M Structural Proteins
M Accessory Factors

Figure 1.10. |lllustration du génome complet du SARS-CoV-2 (Uddin et al., 2020).
L'emplacement des cadres de lecture ouverts 1la et 1b codant pour les protéines non structurelles, Nsp
(bleu), les protéines structurelles (rouge) et les facteurs accessoires (vert). Les chiffres en haut font
référence a I'ARN génomique

4.3.5 Laréplication et pathogenése
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Le cycle viral de Sars-CoV-2 dans la cellule passe par I'attachement, la pénétration et la
décapsidation puis les synthéses des macromolécules tel que les acides nucléiques et
protéines. Suivi par 'assemblage des nucléocapsides puis I'enveloppement et la libération
des virions infectieux en méme temps qu’une lyse de la cellule infectée (Jamai Amir et al.,
2020).

4.35.1 Entrée du virus

Le virus s’attache spécifiquement a 'ACE2 (Angiotensin-converting enzyme), récepteur
cellulaire de I'héte, via la protéine S virale qui a une haute affinité a ce récepteur (Jamai Amir
et al., 2020; Xia et al., 2020). En effet, la protéine S est constituée de deux sous-unités
fonctionnelles : la sous-unité S1 permet la liaison du virus au récepteur de la cellule héte et
la sous-unité S2 assure la fusion de I'enveloppe virale et la membrane cellulaire (Millet and
Whittaker, 2015). Le clivage de la protéine S par la protéase de surface de cellule héte
TMPRSS2 (la sérine-protéase de surface cellulaire) (Hoffmann et al., 2020), active la fusion
au niveau de deux sites en tandem, heptad repeat 1 (HR1) (Xia et al., 2020) et HR2 (Yu et
al., 2020). Ainsi, 'ARN viral est libéré dans le cytoplasme(Figure 1.11) (Jamai Amir et al.,
2020) .

Cleavage of
SARS-CoV-2
S protein Activation of
S2 domain i
Fusion of
viral and host
membranes
S1/82 site
— %9@
| |
U
TMPRSS2
Target cell protease

Figure 1.11. Représentation schématique du mécanisme d'entrée du virus SARS-CoV-
2 (Hartenian et al., 2020).

4.3.5.2 Replication
Une fois I' ARN dans le cytoplasme, le complexe réplication-transcription (RTC) assure sa
réplication,et la synthése des protéines (Jamai Amir et al., 2020). De nombreuses Nsps

s'assemblent dans le complexe réplicase-transcriptase (RTC) pour créer un environnement

adapté a la synthese de I'ARN. Les NSPs sont finalement responsables de la réplication de
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I'ARN et de la transcription des ARN subgénomiques (Fehr and Perlman, 2015). Comme pour
les autres virus @ ARN a brin positif, la réplication des coronavirus nécessite la synthése de I'ARN
complémentaire a brin négatif complet, qui servira de matrice pour la génération de génomes

de descendance a brin positif (Hartenian et al., 2020).

Les brins d’ARN+ et ARN- antisens sont destinés a I'empaquetage en nouveau virions
progéniteurs, sauf que les brins d’ARN- antisens subissent une transcription discontinue qui
s’explique par une multi transcription d’'un brin ARN, par une ARN polymérase ARN-
dépendante (RdRp), afin d’avoir plusieurs ARNm appelée ARNm subgénomique de
différentes tailles et qui codent pour les protéines virales (Fehr and Perlman, 2015). Les
protéines virales sont sécrétées via la voie sécrétoire au niveau du Réticulum

endoplasmique rugueux RER (Figure 1.12) (Chambers et al., 2020).
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Figure 1.12. Transcription discontinue (Hartenian et al., 2020). Le complexe RdRp entame la
transcription a I'extrémité 39 du génome positif-sens (1).Aprés avoir copié les séquences TRS-B
présentes a des sites spécifiques le long du corps du génome (2), le complexe RdRp peut " sauter " a la
séquence TRS-L (3) en fonction de la complémentarité entre la séquence TRS-B sur I'ARN sous
genomique (sg) naissant et la séquence TRS-L sur le génome. La transcription est reprise sur la nouvelle
matrice, et la séquence leader (indiquée en rouge) est copiée pour compléter I'ARN du génome a brin
négatif. Le complexe RARp ne change pas toujours de matrice au niveau des séquences TRS-B, ce qui
conduit a la synthése d'ARN a brin négatif de la longueur du génome. Les ARN a brin négatif servent de
matrices pour la synthése d'ARN a brin positif de longueur génomique ou d'’ARNmsous genomique.

4.3.5.3 Assemblage et libération

Les protéines de structure s’auto-assemblent en capsomeres puis en nucléocapside par

intégration du génome répliqué. Aprés y'aura formation de bourgeons, les vésicules
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contenant les virions fusionnent avec la membrane plasmique pour étre libérées (Jamai Amir
et al., 2020). Ce cycle lytique existe dans les cellules respiratoires infectées par le virus (Xia
et al., 2020). le virion mature nouvellement libéré peut infecter une nouvelle cible, et cela

continue consécutivement (Figure 1.13) (Hartenian et al., 2020).
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Figure 1.13. Etapes du cycle viral du Sars-Cov-2 (V’kovski et al., 2021). Les particules de
coronavirus se lient aux facteurs d'attachement cellulaires et les interactions spécifiques S avec les
récepteurs cellulaires (tels que I'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2)), ainsi que les facteurs
de I'hdte (tels que la sérine-protéase de surface cellulaire TMPRSS2), favorisent I'absorption et la fusion
virales au niveau de la membrane cellulaire ou endosomale. Aprés I'entrée, la libération et le décapage
de I'ARN génomique entrant le rendent apte a la traduction immédiate de deux grands cadres de lecture
ouverts, ORFla et ORF1b. Les polyprotéines ppla et pplab qui en résultent sont ensuite transformées de
maniere co-traductionnelle et post-traductionnelle en protéines non structurelles individuelles (nsps) qui
forment le complexe de réplication et de transcription virale. Parallélement a I'expression des nsps, la
biogenése des organelles de réplication virale, composées de vésicules & double membrane (DMV)
périnucléaires caractéristiques, de membranes convolutées (CM) et de petites sphérules ouvertes a
double membrane (DMS), permet de créer un microenvironnement protecteur pour la réplication de I'ARN
génomique viral et la transcription des ARNm sous-génomiques (ARNm sg) comprenant I'ensemble
caractéristique des ARNm des coronavirus. Les protéines structurelles traduites sont transloquées dans
les membranes du réticulum endoplasmique (RE) et passent par le compartiment intermédiaire RE-Golgi
(ERGIC), ou l'interaction avec I'ARN génomique N-encapsidé nouvellement produit entraine le
bourgeonnement dans la lumiére des compartiments vésiculaires sécrétoires. Enfin, les virions sont
sécrétés de la cellule infectée par exocytose. Les étapes clés inhibées par des composés en cours de
validation et qui représentent des cibles antivirales attractives sont surlignées en rouge. An, séquence
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polyA 3’ ; cap, structure de la coiffe 5° ; dsRNA, ARN double brin ; L, séquence leader ; RdRP, ARN
polymérase ARN-dépendante.

5. SARS-CoV-2 et monocyte

Les phagocytes mononucléaires sont une famille largement répandue de cellules
contribuant a lI'immunité innée et adaptative. Les monocytes circulants participent a toutes
les étapes du SARS COVID-19. lIs contribuent aux comorbidités prédisposant a l'infection
clinique, a la résistance et a la dissémination du virus. lls participent également aux facteurs
de I'ndte qui déterminent la gravité, la guérison et les séquelles de la maladie (Martinez et
al., 2020). L'infection au SARS-CoV-2 présente un risque d'évolution clinigue grave en
raison d'un syndrome inflammatoire dérégulé (Moore and June, 2020). L’infection est
caractérisée par une tempéte de cytokines, un syndrome de détresse respiratoire aigué et,
dans certains cas, une inflammation systémique—pathologie associé. Les monocytes sont
les principaux responsables de la tempéte de cytokines et des pathologies associées au
COVID-19 (Pence, 2020).

5.1 Enzyme de conversion de l'angiotensine 2

L'enzyme de conversion de l'angiotensine 2 (ACE2) est la principale cible pour les
coronavirus pathogénes humains (SARS-CoV-1, MERS et SARS-CoV-2), car il joue un role
clé dans l'entrée du virus dans la cellule ainsi que dans la propagation et la pathogenése
virales, en interférant dans le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) (Lu et al.,
2020).

Les sous-ensembles de monocytes humains présentent une expression différente de ACE1
et ACE2, qui peuvent étre directement impliqués dans la régulation du tonus vasculaire et
de la pression artérielle ,via les mécanismes du SRAA (Rutkowska-Zapata et al., 2015). Les
monocytes activés par le SARS-CoV-2 pourraient également étre impliqués de maniére
critique dans I'effet pathogéne sur 'homéostasie vasculaire, par la perturbation de la fonction
de I'ACE2 (Lu et al., 2020).

Par conséquent, I'activation des monocytes par le SARS-CoV-2 et la perturbation du SRAA
par l'activation des monocytes par I'ACE2 peuvent déclencher des syndromes coronariens

aigus chez les patients prédisposés (Bangalore et al., 2020).
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5.2 Tempéte de cytokines

La tempéte de cytokines ou syndrome de libération de cytokines (SRC) est une forme de
réponse inflammatoire systémique généralement déclenchée par divers facteurs tels que des
infections et des médicaments (Moore and June, 2020). Le SRC se produit lorsqu'un grand
nombre de leucocytes sont activés et libérent des cytokines pro-inflammatoires, ce qui
recrute et active d'autres leucocytes dans une boucle de rétroaction positive
d'hyperinflammation (Gomez-Rial et al., 2020).

Récemment, des études ont identifié les monocytes humains comme la principale source
des caractéristiques du SRC, tels que I'lL-1, I'lL-6 et I'oxyde nitrique. La déplétion des
monocytes ou la déplétion thérapeutique de I'lL-6 et de I'lL-1 a permis de prévenir le SRC
dans (Sumaili et al., 2015).

L'IL-6 est un facteur essentiel dans le contréle moléculaire de l'activation et de la
différenciation des monocytes (Gomez-Rial et al., 2020) .Les deux cytokines ont augmenté
pendant la tempéte de cytokines chez les patients atteints du SARS-CoV-2 nécessitant une

unité de soins intensifs (Huang et al., 2020).

5.3 Coagulation

Les monocytes peuvent agir comme des facteurs pro-coagulants et interagir avec les
mécanismes de coagulation sanguine, entrainant la formation de thrombus et
l'accumulation de fibrine extravasculaire (Gomez-Rial et al., 2020). Le COVID-19 est
lié & un syndrome thrombo-inflammatoire obstructif microvasculaire dans les poumons
et d'autres organes vitaux, entrainant une défaillance de plusieurs organes et la mort (Klok
et al., 2020).

Problématique et objectifs

6.1 Problématique
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Les monocytes, produit dans la moelle osseuse font partie des leucocytes, qui protéegent
l'organisme en assurant plusieurs réles, notamment, la présentation d’antigéne, la
phagocytose, la réparation tissulaire et ils assurent également un réle dans I'immunité
antimicrobiennes et antiviral. Ces derniéres années les monocytes ont montré une certaine
mémoire entrainée, qui permet une réponse plus efficace et rapide lors d’'une infection
ultérieure. Cette mémoire et accompagnée par des adaptations epigénétiques et
métaboliques: De plus, les métabolites peuvent jouer le réle de substrats, cofacteurs ou
inhibiteurs des enzymes modifiant les génes. Parmi ces métabolites on trouve le glucose qui
est considéré comme la principale source d’énergie pour la plupart des cellules. Par ailleurs,
plusieurs études ont montré la présence des monocytes dans toutes les étapes de l'infection
par SARS-COV2, un virus a ARN qui a provoqué une pandémie mondiale. Ou la tempéte

des cytokines est 'une de ses caractéristiques dont le responsable est les monocytes.

6.2 Objectif

Evaluer I'lGLU monocytaire au cours de linfection a SARS-CoV-2 dans le contexte de

limmunity entrainée.

6.3 But

Montrer que les monocytes infectés par SARS-COV-2 pourraient développer une immunité

entrainée.
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1. Déclaration éthique

Les donneurs sains volontaires ont fournis leurs consentements éclairés écrit et cette étude

a été approuvée par le Comité d'éthique local de I'Université de Tlemcen.

2. Conception de I'étude

PBMCs

Préparation des cellules i

Monocytes

Lontacte | : Monocyte et SARS-COVZ atténue

Culture cellulaire =Contacte |1 : Manocyte du premier contact et

SARS-CON-Z stténue

Parameétre et dosage — — * Lysat cellulaire

Glucose Intracelulaire

3. Isolation des MO et culture cellulaire

Les PBMC ont été isolées a partir du sang veineux frais prélevé dans des tubes contenant
de l'acide éthylénediaminetéraacétique (EDTA) (BD, Belliver Industrial Estate, Royaume-
Uni). Premierement, le sang total a été dilué avec un volume égal de solution saline
isotonique tamponnée au phosphate (PBS). Les PBMC ont ensuite été isolées en

utilisant un gradient de densité, aprés avoir soigneusement déposé du sang total dilué
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sur un volume égal d'Histopaque-1077(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO), et centrifugées a
400 g pendant 30 min a température ambiante. L'interface opaque contenant les cellules
mononucléées a été récupérée et lavé 3 fois avec un volume consécutif du PBS (10, 5, et 5
mL) par centrifugation & 250 g pendant 10 min.

Les cellules ont été mises en suspension dans 1 ml (0,5 ml/chaque culot cellulaire isol€) de
Milieu de culture RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), additionné de 2 mM de I-
glutamine, 1 mM de pyruvate de sodium, 50 mg/mL de gentamicine et 10 % de sérum feetal
de veau (FCS).

La viabilité cellulaire a été évaluée par le test d'exclusion au bleu trypan (TBET) (Richardson
et Fedoroff 1997).

Les Monocyte (MO) ont été isolées des PBMC par la méthode d'adhérence différentielle
au plastique. 10° cellules/mL de suspensions de PBMC sont ensemencées dans des
plagues de culture cellulaire de 24 puits, puis cultivées en milieu RPMI-1640 complet,
contenant 10 % de sérum bovin feetal (SVF) et 40ug/mL de gentamycine, dans 5% de CO2
pendant 2 h a 37°C (Richardson and Fedoroff, 1997; Wahl et al., 2005). Les cellules non
adhérentes ont été éliminées par lavage avec PBS. La quantification de la viabilité cellulaire

a été évaluée par microscopie optique (Figure 2.1) (Zeiss, Allemagne).

Les MOs adhérentes ont été infectés une premiére fois par le SARS-CoV-2 atténué. Un
deuxiéeme contact avec le virus atténué a été effectué apres 24h. Le taux de IiGLU
monocytaire a été évalué dans les lysats monocytaires apres chaqgue contact avec le virus

atténué.
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wlobules rouges
et plaquetton

Figure 2.1 Préparation des cellules

4, Lyse des MOs
Les MO ont été lysées avec 0,1 % de Triton X-100 pendant 30 minutes pour déterminer les
niveaux de iGlu. La réaction a été arrétée avec un mélange de Tris-HCI (25 mM, pH = 7,4) et
de MnCI2 (5 mM).

5. Dosage des niveaux d'iGlu

5.1 Principe de la méthode

Les concentrations d'iGlu ont été évaluées par spectrophotométrie sur les surnageants des
lysats MOs a l'aide d'un kit de dosage commercial (CHRONOLAB Systems, Espagne),
conformément aux instructions du fabricant. Ce processus est basé sur l'oxydation du
glucose en acide gluconique par I'enzyme glucose oxydase (GOD), et le H202 produit a
été détecté a 505 nm (McPhie, 1975) avec un accepteur d'oxygene chromogene, le

phénol, 4-aminophénazone (4-AP) en présence de peroxydase (POD):
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B -D-Glucose + 02 + H20 Acide gluconique + H202 === GOD
H202 +Phénol + Ampirone Quinone + H2Q === POD

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de glucose présent

dans I'échantillon testé. Les résultats ont été exprimés en nanomoles par mg de protéine.
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Conclusion

Les monocytes jouent un réle important dans I'immunité innée, ils arrivent a lier cette
derniére avec 'immunité adaptative en présentant 'antigéne, phagocytose, réparation des
tissus et pleins d’autres fonctions. Ces derniéres années il s’est avéré que comme I'immunité
adaptative, I'immunité innée a montrer une certaine mémoire entrainée, due a des
modifications epigénétiques et métaboliques lors d’'une infection. Le glycose est 'un des

métabolites clé vu son importance énergetique.

Dans ce travail on a évalué le taux du glucose intracellulaire dans des monocytes infectés
particulierement par le SARS-COV-2 atténué, dans l'intérét de prouver I'existence d'une

immunité innée entrainée.

Pour comprendre exactement ce phénomene, on doit tout d'abord, élucider les mécanismes
moléculaires qui interviennent dans l'immunité entrainée, au niveau des types de cellules
impliquées, et les processus immunologiques, métaboliques et épigénétiques. |l sera
également important de déterminer la durée de la mémoire immunitaire innée et son
influence sur les précurseurs des cellules immunitaires innées dans les populations de

macrophages de la moelle osseuse et des tissus.

Ensuite, les recherches futures devraient examiner I'impact de lI'immunité entrainée sur les
Maladies : d'une part, son rdle dans les maladies ou la défense de I'h6te est compromise,
et d'autre part, son réle dans les maladies auto-inflammatoires et auto-immunes dans
lesquelles des programmes inadaptés peuvent étre en place. les avancées rapides des
technologies de pointe telles que la transcriptomique et ['épigénomique de la cellule
unique, en particulierla méthylation  de I'ADN, nous permettent d'identifier les nouvelles
sous-populations potentielles de cellules susceptibles de présenter des caractéristiques de
mémoire immunitaire innée. Cela renforcera notre compréhension des processus
immunologiques et ouvrira la voie a de nouvelles thérapies ciblant des sous-populations

cellulaires spécifiques.

Enfin, le concept de mémoire immunitaire innée présente un important potentiel d'aide a la
conception de nouvelles approches thérapeutiques, tel que la formulation de vaccins de

nouvelle génération de combinaison entre immunité innée et adaptative.
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