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Résumé iii

Résumé

Introduction : Les monocytes sont des cellules phagocytaires de la premiére barriére
dedéfense contre les virus, tel que le SARS-CoV-2 qui est un nouveau virus a ARN ftres
virulent .Les monocytes utilisent la glycolyse pour permettre leurs fonctions essentielles.

Cette voie métabolique participe au développement de I'immunité entrainé.

Objectif : Evaluer le taux du glucose monocytaire au cours de l'infection a SARS-CoV-2

dans le contexte de la mémoire immunitaire entrainée.

Matériels et méthodes : Isolation des monocytes a partir de cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMCs) des personnes volontaires sains. lls ont été infectés une premiére fois
par le SARS-CoV-2 atténué. Un deuxiéme contact avec le virus atténué a été effectué apres
24h. Le taux du glucose a été évalué dans les surnageant monocytaires aprés chaque

contact avec le virus atténué.

Conclusion : L'étude de linflux du glucose monocytaire au cours de l'infection a SARS-
CoV-2 dans le contexte de la mémoire immunitaire entrainée pourrait aider a comprendre les
modifications métaboliques de I'immunité entrainée et ouvrir une voie importante dans le

domaine des vaccins.

Mots clés : SARS-CoV-2 , réponse immunitaire innée , monocyte , glucose.
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Abstract

Introduction: Monocytes are phagocytic cells of the first defense barrier against viruses,
such as SARS-CoV-2 which is a new highly virulent RNA virus. Monocytes use glycolysis to
enable their essential functions. This metabolic pathway participates in the development of

trained immunity.

Objective: To assess the level of monocytic glucose during SARS-CoV-2 infection in the

context of trained immune memory.

Materials and methods.: Isolation of monocytes from peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) of healthy volunteers. They were first infected with attenuated SARS-CoV-2. A
second contact with the attenuated virus was made after 24 hours. The glucose level was

evaluated in the monocytic supernatants after each contact with the attenuated virus.
Conclusion: Studying the influx of monocytic glucose during SARS-CoV-2 infection in the
context of trained immune memory could help understand metabolic changes in trained

immunity and open an important pathway in the field of vaccines.

Keywords: SARS-CoV-2, innate immune response, monocyte, glucose.
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Introduction

Les monocytes sont des cellules mononucléaires issues des progéniteurs hématopoiétiques
de la moelle osseuse (Shi & Pamer.,2011) . lIs participent a la premiére barriére de défense
contre les éléments pathogeénes tels que les virus (Wacleche et al., 2018). Les monocytes
jouent un réle fondamental dans la phagocytose, la production des cytokines ; la production
des ROS ; et du NO I homéostasie tissulaire ,et la présentation des antigénes
(Ginhoux&Jung.,2014).

Plusieurs études, montrent que les monocytes développent une mémoire nommeée
limmunité entrainée qui aboutit a des changements épigénétiques et métaboliques (Riksen
&Netea, 2021). Cette derniére persiste au minimum3 mois jusqu'a 1 an, alors que la défense
contre les infections provoquées par les vaccins peuvent durer jusqu'a 5 ans (Netea et
al.,2020).

Par ailleurs, le glucose est la principale source d’énergie pour les cellules immunitaires
notamment  les monocytes (Palmeretal.,2016). Il est transformé enAT P par la glycolyse
ou la phosphorylation oxydative (O’Neill etal., 2016).Cependant, il a été reporté que les voies
métaboliques telle que la glycolyse peuvent réguler les modification epigénétique de

'immunité entrainée.

Le SARS-CoV 2 est un virus a ARN qui provoque une pandémie mondiale. Il infecte les
monocytes par le biais d’un récepteur principal nommélACE2 afin d’introduire son ARN
dans la cellule hote(Luetal.,2020) et de fabriquer des nouveaux virions. De plus, plusieurs
études ont montré que les monocytes sont présents a tous les stades de l'infection par le
SRAS-CoV-2.

Dans cette optique, ce mémoire de master a pour objectif d'évaluer L’influx du glucose au
sein des monocytes au cours de l'infection a SARS-CoV2 dans le contexte de I'immunity

entrainée.
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Chapitre 1. Revue de littérature
1.1.Coronavirus (Covid-19)

1.1.1. Historique

Le COVID-19 est une maladie infectieuse causée par le coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévere (SRAS-CoV 2 ) (Lau et al., 2020) . Il a été découvert a wuhan en

chine du sud dans un marché alimentaire de gros (Li, Guan, et al., 2020).

Il a touché des millions d’individus , et a provoqué plus d 150 000 décés dans le monde
(Khan et al., 2020) .Les zones les plus touchés sont, 'Europe, I'Asie, les Etats-Unis et I'lran
(Zhu et al., 2020).

1.1.2. Famille

Le comité international de taxonomie des virus, le coronavirus a ARN est un membre de la
famille des Coronaviridae et de la sous famille de Coronavirinae, appartient a I'ordre des
Nidovirales. Cette sous famille se divise en 4 types. Les alphacoronavirus et les
betacoronavirus, qui infectent les mammiféres et entrainent chez 'homme des maladies
respiratoires et chez I'animaux des gastro-entérites. Les gammacoronavirus et les

deltacoronavirus infectent les oiseaux (Li, Fan, et al., 2020).

Les coronavirus humains comme HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 et HKU1
=causent des pathologies bénignes de voies respiratoires chez les sujets
immunocompétents (V’kovski et al., 2021) par contre les SARS-CoV et MERS-CoV induisent

des infections respiratoires trés séveres (Cui et al., 2019).

1.1.3. Structure et génome du SARS-CoV-

Le génome de coronavirus contient plusieurs nombres de cadres de lecture ouverts , le
premier (ORF ;ORF1a et ORF1b ) présente deux tiers de 'ARN virale, codent 2 deux
polyprotéines, pp1a et pp1b et 16 protéines non structurales , le deuxieme ORF codent des
protéines structurelles et accessoires (Jamai Amir et al., 2020).

l'autre tiers du génome qui reste est essentiel pour les protéines de structure du virus qui
sont 4 glycoprotéines membranaires : la protéine Spike (S) , la protéine de membrane (M),
la protéine d’enveloppe (E) et la protéine de capside (N) (Fig1.1) (Dhama et al., 2020).
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1.1.3.1. La glycoprotéine S (Spike)

La glycoprotéine S est wune protéine transmembranaire multifonctionnelle et
immunodominantes de coronavirus de classe |. La taille de la glycoprotéine S est variable
entre 1160 et 1400 acides aminés (Belouzard et al., 2012). Elle se situe en trimére a la

surface du virion, donnant au virion une forme de couronne (Dhama et al., 2020).

Les domaines de protéine S ont des structures similaires, répartis en deux sous-unités S1 et
S2 : la sous-unité S1 permet la liaison avec le récepteur de I'hbte. Elle est divisée elle-méme
en 2 sous- domaines N-terminal (NTD) et le domaine C-terminal (CTD).La sous-unité S2

responsable de la fusion (Li, 2016).
1.1.3.2. Protéine M

La protéine M est une protéine virale, se fixe a la nucléocapside et assure une organisation
centrale de la structure de coronavirus. Elle est trés diverse en ce qui concerne les acides

aminés mais garde une similarité structurelle globale (Arndt et al., 2010).

La protéine a 3 domaines transmembranaires , d’une extrémité amino courte a la sortie du

virion et une extrémité carboxy longue a I'intérieur du virion (Wu et al., 2020).

1.1.3.3. Protéine E

La protéine E est la plus mystérieuse des protéines structurelles (Schoeman & Fielding,
2019), elle est petite de taille et a un réle polyvalent dans la pathogénie , la formation et la
diffusion du virus (Nieto-Torres et al., 2014).

L’inactivation de la protéine E est associée a la virologie de coronavirus en raison des

changements dans la morphologie (DeDiego et al., 2007).

La protéine E est composée de 3 domaines : un domaine court amino-terminal hydrophile,
un vaste domaine hydrophobe transmembranaire et un domaine C-terminal (Schoeman &
Fielding, 2019) . La protéine E montre une structure en acides aminés sans substitution (Wu
et al., 2020).

1.1.3.4. Protéine N

La protéine N est une protéine multifonctionnelle, favorise les échanges avec la protéine M,

augmente la transcription du virus ,et participe dans la formation des complexes avec le
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génome virale(Sheikh et al.,, 2020). Elle contient 5 mutations d’acides aminés (Wu et al.,
2020).

La protéine N comprend 3 domaines : le domaine N-terminal (NTD) ; le domaine C-terminal
et le domaine de fixation avec 'ARN ou la zone de liaison LKR (McBride et al., 2014).

La zone LKR est riche en arginine et sérine et est responsable de la signalisation (Hurst et
al., 2009).

Protéine spike (S)

\\\‘\ ) J

’ ; - Protéine d'enveloppe ’
—

Protéine membranaire M

ARN ]

//‘/\\

«\

Figure. 1.1. Protéines structurelles de SARS-CoV-2 d’aprés (dos Santos, 2021) .Ce virus
est composé de 4 protéines structurelles essentielles : la protéine spike (S), la protéine I'enveloppe
(E), la membrane (M) et la nucléocapside (N) . les protéines S ,E ,et M sont localisées dans la
bicouche lipidique de I'enveloppe , alors que la protéine N est encapsulée dans le génome du SARS-
CoV-2.

Le SARS-CoV2 partage plus de 50 pourcent de similarité génétique avec MERS-CoV
(Rousseau et al., 2020).

1.1.4. Durée d’incubation

Une étude menée sur 1099 patients montre que le temps d’apparition des symptémes chez
un patient suspect ou confirmé, est déclaré entre 2 a 14 jours aprés la premiére exposition
au virus (Backer et al., 2020).
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C’est important de constater que durant la période d’'incubation, les sujets asymptomatiques

présentent une charge virale difficilement détectable (Canedo-Marroquin et al., 2020).

1.1.5. Transmission et propagation du SARS-CoV-2

La pandémie de coronavirus déclarée par 'OMS en Mars appelée Coronavirus Disease 19.
La contamination et la propagation accélérés entraine plus de 39 000 000 nouveaux cas

diagnostiqués dans le monde et environ 1 100 000 déces (Canedo-Marroquin et al., 2020).

La transmission du virus d’'une personne a une autre, ,se fait soit par gouttelettes
respiratoires (Huang et al., 2020; Lai et al., 2020) qui infectent directement un individu par
muqueuse , soit par une surface déja infecté par muqueuse buccales , nasales , ou

conjonctivales (Fig1.2) (van Doremalen et al., 2020).

La transmission se fait aussi par des fomites ou autres voies de transmission telles que

les selles et le sang des sujets contaminés (Wdlfel et al., 2020).

Le virus peut vivre plus d’'une semaines sur les surfaces inertes (Xiong et al., 2020).
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Figure 1.2. Multiples voies de transmission du COVID-19 (Dhama et al., 2020). Les
voies de transmission de ce fait soit par contact direct avec des mains infectées ou surfaces , soit

par transmission sanguine.
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1.1.6. Cycle virale de coronavirus

La réplication de Sars-CoV-2 au niveau de la cellule hote se fait par quatres étapes
essentielles : l'attachement, pénétration, décapsidation ensuite la synthése des

macromolécules (protéines et acides nucléiques) (Jamai Amir et al., 2020).

La premiere étape de cycle virale est la liaison entre la protéine S (Spike)et I'ACE2

(Angiotensin-converting enzyme) récepteur de la cellule héte (Fig1.3) (Xia et al., 2020).

La protéine S est clivée par les protéases membranaire TMPRSS2 de la cellule ce qui
permet la fusion dans deux sites en tandem HR1 et HR2 (heptad repeat ) .Les protéines
structurelles s’auto-assemblent en capsoméres aprés en nucléocapside. Les bourgeons
formés et les vésicules qui comprend les virions fusionnent avec la membrane plasmique

pour étre libérés (Jamai Amir et al., 2020).
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Figure.1.3. Cycle de réplication du coronavirus d’aprés (Bonny et al., 2020) .La fusion de
la nucléocapside se fait dans le cytoplasme de la cellule et le géne de réplicase traduit par la
machinerie cellulaire en 2 poly protéines (pp1a et pp1ab cela permet de produire d’'un c6té 'ARN
viral et de l'autre coté la construction de petits brins ’ARN nommé ARN sous-génomique et par la

suite la libération de nouveaux virions.
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1.2. Monocyte
1.2.1. Historique

Les plus anciens témoignages de monocyte sont associés la découverte du microscope au
cours de dix-neuviéme siécle. En médecine Paul Ehrlich élaborait des colorations
cytologiques basant sur l'utilisation d’aniline et des colorants neutres en liaison avec la
morphologie nucléaire. Le mot monocyte a été ajouté a notre connaissance par Artur
Pappenheim en 1910 (Guilliams et al., 2018).

1.2.2. Définition

Les monocytes sont considérés comme des cellules immunitaires innées myéloides du
systeme phagocytaire mononucléaires issus des progéniteurs hématopoiétiques de la

moelle osseuse et du courte durée (Shi & Pamer, 2011).

Les monocytes participent a la premiére barriére de défense contre les éléments pathogénes
telles que les virus, les bactéries et les parasites (Wacleche et al., 2018). Ce sont des
cellules sanguins grosses mesure environ 14-20 ym de diamétre-. Les monocytes sont des
cellules présentatrices (Cardoso et al., 2021).

On les trouvent dans la circulation sanguine durant quelque jours, ou ils migrent vers les
tissus périphériques pour suivre la maturation et assurer plusieurs fonctions immunitaires

(Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Ce sont des populations homogénes (Olingy et al., 2019).

Les monocytes sont présents chez tout les vertébrés , ils représentent a peu prés 4% a
10 % des leucocytes dans le sang humain (Ginhoux & Jung, 2014). lls représentent une

population hétérogéne de cellules circulantes (Woollard & Geissmann, 2010).

Les monocytes humains expriment le récepteur du CMH MHCII (HLA-DR), l'intégrine aM
(CD11b) et le CD86 (Ziegler-Heitbrock et al., 2010).

1.2.3. Développement des monocytes

Les monocytes ont pour origine les HSC (hematopoietic stem cells) de la moelle osseuse
passent par I'intermédiaire de diverses phases d’engagement et stades progéniteurs : le
progéniteur myéloide commun (CMP), progéniteur granulocyte/macrophage (GMP),et le
progéniteur de macrophages/DC (MDP) (Akashi et al., 2000) . Le progéniteur de monocyte
commun ( cMOP) est unipotent chez I’homme, présente le marqueur CD117 et dépourvu de
CD135 (Fig1.4) (Alfano et al., 2013).
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Le MDP donne naissance au monocytes Ly6Chi qui se différencient en monocytes Ly6Clo
(Terry & Miller, 2014).

Le développement des monocytes est régulé par un facteur de transcription -(Zhu et al.,
2016) de la famille PU.1 qui est nécessaire pour I'expression des facteurs comme I'IRF8
(hausses niveaux) et KLF4.2 (Scott et al. 1994).
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Figure.1.4. Formation des monocytes a travers des progéniteurs de la moelle osseuse
d’aprés (Zhu et al., 2016) .Fabrication de monocyte partir de cellules progénitrices de la moelle

osseuse avec la participation des marqueurs de surface de progéniteurs essentiels a la transcription .

1.2.4 Fonction

Les monocytes jouent un rbéle fondamental dans I'immunité antibactérienne et contre les
infections par des réactions directes telles que la phagocytose , la production des cytokines,
’homéostasie tissulaire (Ginhoux & Jung, 2014) et la régulation des cellules des deux
systémes immunitaires innée e adaptatif (Geissmann et al., 2010).

lIs transforment en M®, DC , ostéoclastes, tout dépend le milieu inflammatoire (Anbazhagan
et al., 2014).
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Les monocytes interviennent dans la diminution de la fibrose hépatique , la régénération
musculaire en sécrétant le TGF-B, ils détruisent les dépots de collagéne | et participent a la
suppression des plaques B-amyloides dans la maladie d'Alzheimer (Karlmark et al., 2012).

1.2.5. Sous-ensembles de monocytes

Les monocytes humanisés se divisent en 3 sous-ensembles en fonction de I'expression
différentielle de CD14\CD16 , on distingue les monocytes classique : CD14++\CD16- Les
monocytes intermédiaires : CD14++\ CD16- (CD14+CD16int/low), et les monocytes non
classiques : CD14+\ CD16++ . Cette classification est approuvée par le comité de
nomenclature de I'union internationale des sociétés d'immunologie (Fig 1.5) (Ginhoux &
Jung, 2014; Qu et al., 2014; Ziegler-Heitbrock et al., 2010; Woollard & Geissmann, 2010;
Lauvau et al., 2014).
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Figure.1.5.Sous-ensembles des monocytes d’aprés (Wacleche et al., 2018). La

classification des sous-types de monocytes fondée sur I'expression différentielle de CD14 et CD16 .

Le marqueur clé des monocytes est le CD14 constaté comme une glycoprotéine et antigéne
de différenciation myélomonocytaire Il joue un réle de protéine accessoire pour le récepteur
TLR. Le CD16 également appelé le récepteur Fcy lll, une protéine de la super famille des Ig

( responsable de la ADCC (Cytotoxicité Dépendante Des anticorps) de cellule T (Wacleche
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et al., 2018). Le CD16+ est impliqué dans plusieurs maladies et pathologies (Ancuta et al.,
2003).

Les monocytes classiques quittent la moelle osseuse et pénétrent le sang pour donner
naissance aux monocytes intermédiaires et par la suite se transforment en monocytes non

classiques (Patel et al., 2017).

1 2.5.1.Monocytes classiques

Les monocytes classiques expriment le CCR2, le CD62L, le CD11b et le TLR-4 , et des taux
faibles de CX3CR1 (Qu et al., 2014; Anbazhagan et al., 2014) .lls expriment également des
récepteurs comme le récepteur de lipoprotéines densité( LDLR), le récepteur scavenger de
group B de type 1 et le récepteur de l'acide folique. Les monocytes classiques sont
caractérisés par une faible densité de lipide, et par un taux élevés de superoxyde (Ancuta et
al., 2003).

Les monocytes classiques déplacent vers les sites d’infection pour se différencier en
macrophages inflammatoires (Geissmann et al., 2010).

Les monocytes libérent des cytokines inflammatoires telles que L'IL1, le TNF-a et L'IL-1
(Woollard & Geissmann, 2010) .

1.2.5.2. Monocytes non classiques

Les monocytes non classiques sont moins granulés expriment des taux importants de
CX3CR1 et CXCR4 , des molécules d’activation HLA-DR et LFA-1 et des quantités
indétectable de CCR2 et CD11b. lIs fabriquent des concentrations trés élevées de TNF-a
(Ziegler-Heitbrock et al., 2010), les monocytes non classiques permettent la transcriptions du
TNF-a, de I'lL-1 et de I'lL-6 (Ziegler-Heitbrock et al., 2010) .

lls ont la capacité d’activer I'endothélium vasculaire dans le cas d’homéostasie et
d’inflammation , jouent un réle important dans les maladies pathologiques pour éliminer les
cellules endommageées et les déchets du systéme vasculaire (Thomas et al., 2015).

Les monocytes non classiques générent des taux faibles de cytokines pro-inflammatoires
contre les stimulations bactériennes comme le LPS tandis qu’ils secretent des niveaux

élevés de -cytokines anti-inflammatoires (Cros et al., 2010).
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lIs réagissent de maniére forte aux virus et acides nucléiques par une voie de TLR7/8-MEK
en sécrétant les chimiokines CCL3, CCL5 et CXCL10 ,et également en recrutant les
neutrophiles qui ont un rdle dans I'élimination des cellules endommagées (Cros et al.,
2010)(Carlin et al., 2013).

Les monocytes non classiques avalent les cellules apoptotiques, et présentent 'antigéne de
la cellule avalée aux cellules T de la rate (Peng et al., 2009).

1.2.5.3. Monocytes intermédiaires

Les monocytes intermédiaires possédent le récepteur transmembranaire CD74 ,le récepteur
scavenger CD163 , le récepteur-a2 de la classe du facteur neurotrophique , et le récepteur
de I'angiopoiétine Tie2 (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). lls expriment le CD40, le CD80, le
HLA-ABC, le HLA-DR, le CD32, le CCRS5, le CD54, le CD163, le CLEC10a, le GFRa2 (Wong
et al., 2011).

Les monocytes intermédiaires fabriquent des taux trés élevées de L’IL-10, L'IL-12 , et de
L’IFN-y (Zawada et al., 2011) . lIs sécrétent le TNF-a, L’IL-113 et L’IL-6 aprés activation par le
LPS (Cros et al., 2010) . lls expriment des quantités élevés de CMH de classe Il . (Ziegler-
Heitbrock et al., 2010).

lls phagocytent des particules de latex et fabriquent des espéces réactives de l'oxygeéne
(ROS) (Cros et al., 2010).

1.2.6. Mémoire de I'immunité innée

L'immunité innée se déclenche de maniére rapide et non spécifique. Elle résiste a la
réinfection, (Netea et al., 2016) ,et améliore les cellules immunitaires innées (Netea et al.,
2011).

L'immunité entrainée est organisée et orchestrée par la reprogrammation métabolique
intracellulaire et épigénétique des cellules immunitaires innées (Netea et al. 2020) ce qui
est défini généralement par des changements continus dans I'expression des génes et la
constitution cellulaire qui nécessitent pas des modifications génétique comme les mutations

et la recombinaison VDJ (Netea et al., 2016).
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La mémoire immunitaire innée définit le devenir fonctionnel des monocytes et des

macrophages aprés une infection ou vaccination (Saeed et al., 2014).

Il a été montré que le phénoméne immunologique de I'immunité entrainée persiste au
minimum 3 mois jusqu'a 1 an, alors que la défense hétérologue contre les infections
provoquee par les vaccins peuvent durer jusqu'a 5 ans. Limmunité entrainée est
habituellement réversible et d’'une courte durée que la mémoire de I'immunité adaptative
spécifique d’'un antigéne (Netea et al., 2020).

Des expériences récentes in vivo et vitro montrent que le mécanisme d'immunité entrainée
est déclenchée a la fois par les PAMP et certain DAMP, Une seule dose de Candida
albicans assure une protection contre une nouvelle réinfection par Staphylococcus aureus
(Bekkering et al., 2016).

Le B-glucane de Candida albicans entraine un remodelage épigénétique et reprogrammation
fonctionnelle par la voie dépendante de la dectine-1/Raf1 . (Bekkering et al., 2016) et une
sécrétion plus forte de cytokines suite a une stimulation par le TLR1/2, TLR4 et IeTLR7/8
(van Splunter et al., 2018).

Des enquétes épidémiologiques concernant les réponses vaccinales de l'immunité
entrainée montrent que la vaccination protége non seulement contre la maladie cible mais
également confére une défense croisée dirigée contre d’autres éléments pathogénes (Benn
et al., 2013) et le meilleur exemple est la vaccination au bacille de Calmette-Guérin (BCG)
contre Mycobacterium tuberculosis qui s’est révélée efficace contre la mortalité en diminuant
la septicémie néonatale, la fiévre et les infections respiratoires (Aaby et al., 2011).

Les cellules immunitaires innées comme toutes cellules de l'organisme nécessitent de
nombreuses voies métaboliques pour accomplir leurs fonctions et réagir contre les
microenvironnements évolutifs, parmi ces voies importantes on distingue la glycolyse qui
produisent de I'énergie sous forme d’ATP .Elles permettent la conversion du glucose en
pyruvate dans le milieu cytosolique qui peut étre soit transféré dans le cycle TCA
(Tricarboxylic Acid Cycle ), soit fermenté en lactate , et activent rapidement les enzymes
glycolytiques dans des conditions qui nécessite la production en urgence de I'énergie
comme l'inflammation (O’Neill et al., 2016).

La glycolyse controlent méme la biosynthése ,la prolifération, la signalisation intercellulaire ,
les fonctions cellulaires , et les programmes épigénétiques en produisant des métabolites
intermédiaire (O’Neill et al., 2016).
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Cette voie métabolique occupe également des fonctions essentiels au développement de
limmunité entrainée par le B-glucane dans les monocyte (Arts et al., 2016) avec le passage

de la phosphorylation oxydative a la glycolyse aérobie. (O’Neill et al., 2016).

1. 2.7.L’influx de glucose au sein de monocyte

Le glucose est considéré comme une source d’énergie et carburant métabolique vital
essentiel pour la croissance cellulaire, prolifération ,la différenciation, (Palmer, Cherry, et al.
2016) de toutes les cellules de I'organisme , et la survie des cellules (Shao & Tian, 2015).
Le glucose est contrdlé par deux hormones principaux l'insuline et le glucagon (Konig et al.
2012).

Les monocytes circulants dans le sang pénétrent les sites d’'inflammation comme premiére
barriere de défense du systéme immunitaire et lancent des mécanismes effectrices pro-
inflammatoires ; bien que l'activation de monocyte par le LPS bactérien effectue un
changement du métabolisme dans le sens de la glycolyse aérobie (glycolytique) (Raulien et
al.,, 2017) qui se caractérise par 'augmentation de I' expression des transporteurs de
glucose , cette augmentation de la glycolytique métabolique notée comme une forme de la
mémoire de l'immunité entrainée des monocytes (Palmer, Anzinger, et al., 2016).

Les concentrations du glucose dans l'inflammation sont considérablement diminuées car la
consommation du glycose par les monocytes est trés élevée (Raulien et al.,, 2017). Le
transporteur de glucose monocytaire 1 (Glut1) méne a la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires in vitro (Gonnella et al., 2013).

Les expérimentations réalisées montrent que le rapport glucose déplace le métabolisme des
monocytes vers le processus de la phosphorylation oxydative. Cette situation métabolique
fournisse assez d’énergie pour assurer les capacités fonctionnelles comme la production de

cytokines , migration et la phagocytose (Raulien et al., 2017).

1.3. SARS-CoV-2 et monocyte

Les monocytes sont des cellules essentiels du systéme immunitaires contre les agents
envahissants tels que les virus (Fig1.5)(Karlmark et al., 2012).
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Figure.1.6.Réponse immunitaire antivirale d’aprés (Bertholom ,2021). La réponse
antivirale entraine la réponse immunitaire innée en premier temps pour activer les cellules et éliminer

le virus.

Les cliniciens de COVID-19 montrent que le contréle de la propagation de la maladie chez
les sujets asymptomatiques ou qu’ils ont des symptdmes légers attribués par la réponse des
monocytes. La réponse adaptative ne serait pas déclencher contre le SARS-CoV-2 que
avant deux a trois semaine (Boechat et al., 2021).

L’infection par SARS-CoV-2 induite une activation cellulaire , et une sécrétion aberrante de

chimiokines et médiateurs pro-inflammatoires (Gomez-Rial et al., 2020).

On mesure le nombre des monocytes chez les sujets atteints de COVID-19 par cytométrie
en flux , ce qui montre que le nombre des monocytes est le méme, par contre leurs taille est

plus grande que celles des monocytes normales (Paliogiannis et al., 2020).

Les monocytes CD16 étaient notamment réduits, mais les monocytes CD16+ pro-
inflammatoires par rapport aux témoins sains sont plus élevés (Qin et al., 2021).

Le nombre des monocytes classiques diminue , par contre le nombre de monocytes
intermédiaires et non classiques augmente chez les patients COVID-19 (Zhang et al., 2021).

La diminution de I'expression de HLA-DR des monocytes chez les patients souffrant de
COVID-19 provoque une réduction de potentiel de présentation des antigenes et
'expression de CD38 (Qin et al., 2021).
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Figure1.7.Participation des monocytes dans COVID-19 d’aprés (Merad & Martin 2020).
Les PAMPs et les DAMPs et les cytokines activent les monocytes sanguins qui réagissent en
déclenchant I'expression membranaire du tissu. Les cytokines et les substances virales actives les
cellules endothéliales qui sécrétent les chimioattracteurs de monocytes et les molécules d'adhésion.
Par la suite le facteur tissulaire exprimé par les monocytes active, les microvésicules et le recrutement

de neutrophiles.
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Le SARS-CoV-2 infecte les monocytes 2 par des mécanismes dépendants et indépendants
de I'ACE2. Le SARS-CoV-2 introduit son ARN dans les monocyte et controle de la

machinerie cellulaire pour fabriquer de nouveaux virions (Fig1.7) (Jafarzadeh et al. 2020).

Il est capable aussi de supprimer effectivement la réponse antivirale de L’'IFN. Au moment
de linfection virale, les monocytes migrent jusqu'a les tissus pour qu’ils deviennent des
macrophages résidents ce qui favorise au virus de diffuser dans tous les tissus et les
organes (Jafarzadeh et al., 2020).

Le fluide broncho-alvéolaire (LBA) des sujets atteints de COVID-19 sévere est riche en deux
chimiokines CCL2 et CCL7 qui sont responsable du recrutement de monocytes (Zhou et al.,
2020). L’IL-6 est le facteur essentiel pour 'activation et la différenciation des monocytes en

réponse a une infection virale tels que le SARS-CoV-2 (Eskilsson et al. 2014).

La détection de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-c et TNF dans les sérums des patients contaminés
par le COVID-19 (Qin et al., 2021).
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Figure1.8.Monocyte infecté par le SARS-CoV-2 d’aprés (Jafarzadeh et al., 2020).Les
monocytes affectés par le SARS-CoV-2 produisent une forte quantités de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires et provoquent une inflammation tissulaire et une réaction inflammatoire dangereuse systémique

appelés tempéte des cytokines .

1.4. Problématique et objectif
1.4.1. Problématique

Les monocytes sont des cellules mononucléaires myéloides phagocytaires jouent un role
dans la défense contre les agents pathogéne notamment les virus. Des études récentes
montre que les monocytes développe une mémoire aprés une infection ou vaccination,
régulée par des changements épigénétiques et métaboliques .Par ailleurs, les monocytes
ont besoin de plusieurs voies meétaboliques pour participer a la régulation de I'immunité

entrainée. Parmi ces voies on distingue la glycolyse qui transforme I'énergie sous forme
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d’ATP .Cependant, le SARS-CoV- est un virus a ARN trés agressive, responsable d’'une
maladie nommé COVID-19.1I se fixe sur le récepteur ACE2 pour infecter les monocytes et
introduire son ARN pour fabriquer des nouveaux virions.Cette infection provoque les

monocytes a sécréter des cytokines inflammatoires.

1.4.2. Objectif

Evaluer l'influx du glucose au sein des monocytes au cours de l'infection a SARS-CoV2 dans

le contexte de I'immunity entrainée.
1.4.3. But

Montrer que le SARS-CoV2 pourrait déclencher une mémoire immunitaire innée chez les

monocytes .
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Chapitre 2. Matériels et méthodes
2.1. Déclaration éthique

Cette expérience a été validée par la commission éthique local de I'Université de Tlemcen et

Les donneurs sains volontaires ont fourni leur consentement éclairé.
2 2. Matériels
2.2.1. Isolation des cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMCs)

Les PBMC ont été isolées a partir de sang total prélevé dans des tubes contenant de I'acide
éthyléne diamine téra acétique (EDTA) (BD, Belliver Industrial Estate, Royaume-Uni).
Premiérement, 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 sur un volume égal d'Histopaque-1077(Sigma
Aldrich Co., St. Louis, MO), et centrifugées a 400 g pendant 30 min a température ambiante.
Les PBMCs ont ensuite été isolées en utilisant un gradient de densité. La banded’interface
opaque qui contient les PBMCs a été délicatement récupérée et lavé trois fois par le PBS
(Zeiss,Germany).Les culots cellulaires ont été mises en suspension dans 1 ml (0,5
ml/chaque culot cellulaire isolé) 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 foetal de veau (FCS).

La viabilité cellulaire a été déterminée par le test d'exclusion au bleu trypan(TBET)

(Richardson et Fedoroff 1997)en utilisant la microscopie photonique (Zeiss,Germany).
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2.2.2 Isolations des monocytes

Les monocytes ont été isolés a partir des PBMCs par I'adhérence différentielle au plastique
(Wahl et al., 2006) 10° cellules/mL de suspensions de PBMC sont ensemencées dans des
plagues de culture cellulaire de 24 puits, puis cultivées en milieu RPMI-1640 (Sigma
ChemicalCo., St. Louis, USA), contenant 10 % de sérum bovin fcetal (SVF) et 40ug/mL de
gentamycine, dans 5% de CO2 humidifié a 37°C pour permettre I'adhérence des MOs .Les
cellules non adhérentes ont été retirées par deux lavages .La pureté des monocytes a été
déterminée par coloration fluorescente avec I'anticorps PhycoErytherin(PE)-anti-
CD14humain(BDBiosciences, San Diego, CA, USA)en utilisant un Floid Cell Imagingion
(Thermo FisherScientific, MA USA) [28,29] la pureté dépasse régulierement les 90 %(Zhou
et al., 2012; Pabstetal.,2008).

Les MOs adhérentes ont été infectées une premiére fois par le SARS-CoV-2 atténué. Un
deuxiéme contact avec le virus atténué a été effectué aprés 24h .L’influx du glucose a été

évalué dans les surnageants de la culture aprés chaque contact avec le virus atténué.

2.2.3. Dosage de I'influx du glucose des monocytes

La consommation du glucose extracellulaire a été dosé par spectrophotométrie sur les
surnageants des a l'aide d'un kit de dosage commercial (CHRONOLAB Systems, Espagne).
Pour déduire le taux de glucose extracellulaire consommeé, nous avons dosé le taux du
glucose dans le milieu de culture seul, et le milieu contenant des monocytes. L'absorbance a

été mesuré a 505nm.
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Chapitre 5. Conclusion

Les monocytes sont des cellules phagocytaires nécessaires pour la défense contre les
infections virales. La mémoire entrainée des des cellules immunitaires innées, notamment
les monocytes est orchestrée parla reprogrammation métabolique intracellulaire et
épigénétique. Parmi ces voies métabolique nous avons étudié le métabolite, glycose qui est

la source énergétique de la cellule.

L’étude de l'influx du glucose monocytaire au cours de linfection a SARS-CoV-2 pourrait
aider a comprendre les modifications métaboliques impliqués dans la régulation de
limmunité entrainée et ouvrir une voie importante dans le domaine des vaccins en

déterminant la durée d’'immunité entrainée.
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