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Résumé

Résumé

Introduction : Le SRAS-CoV-2 est un bétacoronavirus responsable de la pandémie a Covide-19.Les
monocytes faisant parties des cellules clés du systéme inné contribuent ainsi dans sa pathogénese. Par
ailleurs, nouvellement comme mécanisme chez les monocytes, ils présentent des changements a long
terme au cours de linfection par expression de Traps/pieges extracellulaires ou ADN extracellulaires

comme derniére ligne de défense.

Objectif : Ce projet de Mémoire repose donc, sur L'essai d’evaluation du niveau d’expression des
Traps/piéges des MO qui pourraient étre générés comme résultat lors de la seconde infection du SRAS-
CoV-2.

BN

Matériels et Méthodes : Les monocytes ont été isolés a partir de cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMCs) de donneurs volontaires sains par 'adhérence en plastique. Ces derniers ont été
mis en contact deux(2) fois avec le virus atténué in vitro afin de doser l'activité de la myéloperoxydase

associée a l'étose.

Mots clé : Covid-19, Monocytes, SRAS-CoV-2, Traps/Piéges extracellulaires monocytaires.



Abstract

Background: SARS-CoV-2 is a beta-coronavirus responsible for the Covide-19 pandemic. Monocytes,
which are part of the key cells of the innate system, thus contribute to its pathogenesis. Moreover, as a
new mechanism in monocytes, they exhibit long-term changes during infection through expression of

extracellular traps / traps or extracellular DNA as a last line of defense.

Objective: This thesis project is therefore based on the assay to assess the level of expression of

Extracellular Traps of Mo that could be generated as a result of the second infection of SARS-CoV-2.

Material and Methods : Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of
healthy volunteer donors by the plastic adhesion. The latter were brought into contact twice (2) with the

attenuated virus in vitro in order to measure the activity of the myeloperoxidase associated with etose.

Keywords: Covid-19, Monocytes, SRAS-CoV-2, Extracellular Trap of Monocytes.
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Introduction

Introduction

Le SRAS-CoV-2 (coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere) a provoqué une épidémie de
coronavirus 2019 (COVID-19) (Guan et al., 2020 ; Zhu et al., 2019) reconnue pour la premiére fois en
décembre 2019, elle a été déclarée pandémique par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) le 11
mars 2020, suite a son augmentation remarquable de la morbidité et de la mortalité dans le monde
entier. (Hottz et al., 2020). Des études histopathologies ont révélé que le virus se propage dans de
nombreux organes en raison de I'engagement efficace de la protéine de pointe(Spike) du virus avec le
récepteur humain omniprésent ACE2. (Quartuccio et al., 2021)

Les monocytes sont I'une des cellules clés dans de nombreux contextes pathologiques, mononuclées
circulantes et tres hétérogenes du systéme immunitaire innée ; ces cellules sont responsable de la
phagocytose et possédent d'importante plasticité. En réponse aux stimulations environnementales, elles
sont capable de se différencier en macrophages et cellules dendritiques (DC) (Auffray et al., 2009) et se
diviser en monocytes classiques ou inflammatoires (CD14++CD16-), intermédiaire (CD14++CD16+) et
non-classiques ou patrolling (CD14+CD16++) (Yang et al., 2014 ; Wang et al., 2020).Ce pendant avec
leur large éventail d'activités défensives antimicrobiens contre des agents pathogenes tels que les virus,
il a été établi qu'ils exercent des effets de surproductions des cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires (Pence 2021) dans la pathogénése de la Covid-19. (Meidaninikjeh et al., 2021)

Par ailleurs, la libération des pieges extracellulaires/ET récemment découverte chez les
monocytes/MoET a été reconnue comme un nouveau mécanisme d’'immunité innée précoce de I'héte en
réponse a des agents infectieux invasifs (tels que Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida

albican) (Brinkmann et al. 2004) tout en évitant leur dissémination dans les tissus (Fuchs et al., 2012).

Ainsi ce projet de Mémoire repose sur L’essai d’evaluation du niveau d’expression des Traps ou piéges
des MO qui pourraient étre générés comme résultat lors de la seconde infection du SRAS-CoV-2.
Dont le but étant que nous montrons en paralléle que le SRAS-CoV-2 a la capacité d’induire la libération

des TRAPS/PIEGES par le monocyte au cours de son infection.

14



Chapitrel. Revue de la littérature

Chapitre 1. Revue de la littérature
I.  Covid-19

1. Généralité

Durant la fin décembre 2019, une épidémie d'infection par le coronavirus 2 du syndrome respiratoire
aigu seévere (SRAS-CoV-2) est survenue a Wuhan, dans la province du Hubei, en Chine, et s'est
propagée dans tout le pays ainsi qu'au-dela. Le 12 février 2020, I'Organisation mondiale de la santé
(OMS) a officiellement nommé la maladie causée par le nouveau coronavirus (nCov) comme la maladie
a coronavirus 2019 (COVID-19) (Zu et al., 2020). Elle est également nommée pneumonie grave avec de
nouveaux agents pathogenes le 15 janvier 2019 par le centre de contrdle des maladies (CDC) de
Taiwan, le ministére de la santé (Wu et al., 2020).Par ce fait la Covid19 se trouve considérer comme
étant la derniére maladie infectieuse a se développer rapidement dans le monde. (Spagnuolo et al.,
2020).

2. SRAS-CoV-2

Le SRAS-CoV-2 est un genre a virions sphériques, enveloppé et a acide ribonucléique (ARN)
monocaténaire (26 a 32kb) (Li et al., 2020), de sens positif ; qui doit son nom a son aspect de couronne
solaire aprés observation sous microscope électronique(EM) suite a la présence des pointes de surface
(Spike) ou glycoprotéines ; de 9 a 12 nm de long et ayant 60-140 nm de diameétre au niveau de la

structure virale. (Wei et al., 2020)

A. Classification
Le SRAS-CoV-2 comme virus est de I'ordre Nidovirales et constitue 'un des membres de la famille
Coronavidae : Coronavirinae. Le séquencage génomique complet ainsi que I'analyse phylogénique ont
défini que le nouveau coronavirus est un bétacoronavirus appartenant au méme sous-genre gue le virus
du syndrome respiratoire aigu sévére (SRAS-CoV-1) ainsi que d’autres CoV de chauve-souris mais a
un clade différent. (Ren et al., 2020).

B. Origine
Historiquement les coronavirus sont d’'important pathogénes tant animal qu’humain et il semble que le
coronavirus 2 du SRAS pourrait étre initialement hébergé par des chauves-souris et avoir été transmis a

I'hnomme probablement par le biais du pangolin ou d'autres animaux sauvages vendus sur le marché des

15



Chapitrel. Revue de la littérature

fruits de mer de Wuhan, mais qu'il se soit ensuite propagé par transmission interhumaine soit celle-ci par
contact direct ou indirect ou par inhalation de gouttelettes respiratoires, qui en sont mondialement les
principaux mode de propagation de la dite maladie.(Andersen et al., 2020)

C. Structure et pathogenése du SRAS-CoV-2

Sur le plan structurel et phylogénétique, le SARS-CoV-2 est similaire au SARS-CoV-1 (270%) et au
MERS-CoV et se constitue principalement de quatre(4) glycoprotéines structurales : la glycoprotéine de
surface en point ou Spike (S), la glycoprotéine d'enveloppe (E), la nucléocapside (N) et celle au niveau
membranaire (M) (Figure1.2) ainsi qu’'une large poly-protéine non-structurelle (ORFla et b qui se
translogue en deux(2) pour ensuite se cliver en seize(16) protéines non-structurales/NSP) qui sont
essentielles a la réplication du virus et 5 protéines accessoires (ORF3a, ORF6, ORF7, ORF8 et ORF9)
(Figurel.1).(Arunachalam et al., 2020 ; Jia et al., 2005)

e Les glycoprotéines E, M et N jouent une fonction dans l'assemblage, la réplication et la

libération des particules virales. (Simmons et al., 2013)

e La glycoprotéine Spike (S), qui lui confére son apparence couronné au SRAS-CoV-2 et la
plus importante des glycoprotéines, est située sur la surface externe du virion et subit un
clivage en une sous-unité S1 amino-terminale, qui permet l'incorporation du virus dans la
cellule héte, et une sous-unité S2 carboxy-terminale contenant un domaine
transmembranaire et un domaine cytoplasmique, qui est responsable de la fusion virus-

membrane cellulaire. (Du et al., 2009) (Figurel.2)

La sous-unité S1 est en outre divisée en un domaine de liaison au récepteur/RBD et un
domaine N-terminal/NTD, qui facilite I'entrée du virus dans la cellule héte et sert de cible
potentielle pour la neutralisation en réponse aux antisérums ou aux vaccins (Song et al.
2018).Le RBD est un domaine peptidique fondamental dans la pathogenése de l'infection car

il représente un site de liaison pour les récepteurs humains de I'ACE2. (De Abajo et al., 2020)
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Figurel.l Représentation schématique de Génome de SRAS-CoV-2, adapté d’apres (Kim et al.,
2020)
On a 'ARNm (ARN messager) ou ARN génomique, les ORF1aetORF1b traduits. A I'ARN génomique s'ajoute

neuf(9) ARN sous-génomique dont des protéines accessoires agrandit pour une nette visualisation. La boite noire
montre la séquence leader.

Nucleocapsid (N)
glycoprotein

Spike (S)
Glycoprotein

Membrane (M) .
glycoprotein

ss RNA

Envelope (E)
glycoprotein

S1 S2

I I

X/ f X

signal RBD Fusion Heptad TM Cytoplasmic
peptide peptide repeats domain tail

Figurel.2 Structure générale du SRAS-COV-2 (Mahmoud et al., 2020)

-La structure du virion SRAS-CoV-2 et ses principales glycoprotéines structurales. - Carte
linéaire de l'organisation des domaines de la glycoprotéine de pointe S : les sous unités S1 de
I'extrémité N-terminale ont des domaines de liaison au récepteur/RBD nécessaire a la liaison du
virus a 'ACE2. S2, I'extrémité C-terminale regroupe les éléments nécessaires a la fusion. Il est
doté aussi d'un domaine transmembranaire™ servant d’ancrage a la membrane et une queue
cytoplasmique pour un Traffic approprié intracellulaire.
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a. Enzyme de conversion de l'angiotensine 2/ACE2

ACE2 est une glycoprotéine membranaire de type | exprimée par de I'épithélium respiratoire mais aussi
par d'autres organes tels que I'cesophage supérieur, les entérocytes de l'iléon, les cellules du myocarde,
les cellules tubulaires proximales du rein et les cellules urothéliales de la vessie (Xu et al., 2020).Elle se
compose d’un domaine peptidase N-terminal/PD et d’'un domaine de type collectrice C-terminal/CLD
suivis d’'une hélice transmembranaire et d’'un segment intracellulaire d’environ 40 résidus.

De surcroit elle est dotée d'une activité catalytique ayant un réle crucial dans la régulation du systeme
rénine-angiotensine (SRA) qui est une voie de signalisation qui agit comme un régulateur homéostatique
de la fonction vasculaire. (Tikellis & Thomas 2012)

Enfin, de son point de vue biochimique, I'ACE2 permet la dégradation de l'angiotensine Il et agissant
comme un puissant vaso-constricteur par le biais de son récepteur de I'angiotensine Il de type | /AT1R,
ce qui va ainsi entrainer la formation de I'angiotensine 1-7, qui s’opposera a 'action de I'angiotensine Il.
(Clarke & Turner 2012)

b. Entrée du SRAS-CoV-2 et protéases de la cellule hote

Le mécanisme d’infection du SRAS-CoV-2 se constitue en deux(2) étapes successives,

Etapel :

Le SRAS-CoV-2 pénetre dans les cellules de I'hdte en liant son pic ou sa protéine S (S1) aux récepteurs
ACE2 présents en abondance sur les épithéliums respiratoires tels que les cellules épithéliales
alvéolaires de type Il par le biais de I'activité enzymatique de la cathepsine L des cellules a récepteurs
ACE2. (Huang et al., 2006)

Etape2 :

Le processus d'attachement viral est suivi par I'amorcage de la sous-unité S2 de la protéine Spike par la
sérine protéase transmembranaire 2 (TMPRSS2) de I'hdte qui facilite I'entrée dans la cellule et
I'endocytose ultérieure de la réplication. (Hoffmann et al., 2020)

Par conséquent, cette liaison du coronavirus aux récepteurs ACE2 entraine le détournement de la
fonction cellulaire par lequel il peut former de nombreuses nouvelles cellules virales. Par réplication,
transcription et traduction, les nouveaux virus s'assemblent et sont libérés par exocytose. Le virus libéré
endommage I'ADN de la cellule héte et provoque la libération de molécules toxiques ce qui va ainsi

affecter le systéme immunitaire. (Chauhan et al., 2021) (Figurel.3)
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Figurel.3 Cycle de réplication du SRAS-CoV-2 avec les différentes molécules et leurs cibles en
cours d’évaluation pour traiter la COVID-19. (Anne Gatignol 2020)

Le SRAS-CoV-2 se lie, via la protéine S (pour Spike), au récepteur ACE2 exprimé a la surface des cellules-cibles,
et pénetre ensuite par endocytose ou par fusion directe a la membrane plasmique. La sérine protéase TMPRSS2
est également impliquée dans I'étape d’entrée du virus, en permettant 'amorcage de la protéine S. Aprés libération
de 'ARN génomique dans le cytoplasme, celui-ci est traduit en polypeptides, qui, clivés par la protéase virale,
permettent de générer les protéines non-structurales, qui forment le complexe de réplication/transcription
(réplicase). LARN génomique a polarité positive (+) est alors transcrit en ARN viral complémentaire a polarité
négative (-), qui sert de matrice a la synthése d’ARN génomique et sous-génomiques, traduits en protéines
structurales. L’ARN génomique et les protéines structurales vont alors s’assembler dans le réticulum
endoplasmique. Les virus néoformés sont alors transportés via des vésicules de transport vers I'appareil de Golgi
puis vers la surface cellulaire, ou ils sont libérés. Les inhibiteurs potentiels du SRAS-CoV-2 et leurs cibles connues
ou prédites sont indiqués par des rectangles aux différentes étapes du cycle viral.
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3. Caractéristiques épidémiologiques de la Covid-19

Récemment en date du 6 Mai 2021, il est reporté que depuis I'apparition du premier cas a Huanan
seefood market ; la Covid-19 s’est propagée dans plus de 210 pays tout en affectant un nombre de 155,
665,214 personnes avec une mortalité de 3, 250,648 personnes a travers le monde entier. De ce fait,
toute la population est généralement susceptible d’étre infectée par le SRAS-CoV-19 ; notamment les
personnes les plus agées, les immuno - déficients, les femmes enceintes et les nouveau-nés sont
confrontés a la sévérité de la maladie (Huang et al., 2006).I' incubation du SRAS-CoV-2 peut aller au
bout de 3-5jours allant jusqu’a 14jours et son basic reproduction number/Ro est de 1,4-6,49 avec une
moyenne de 3,28. Quant aux manifestations clinique : fatigue, fievre, taux seche, myalgie et dyspnée,
congestion nasale, écoulement nasal, maux de téte, mal de gorge, vomissement et diarrhée ;
hypoxémie, choc septique, acute respiratory distress syndrome /ARDS pour le cas sévere. (Li et al.,
2020 ; Zhou et al., 2020)

A. Cas de I’Algérie
L’Algérie étant le quatrieme pays d’Afrique le plus touché par la COVID-19 ; selon les rapports du 1
d'octobre 2020, la région sanitaire du centre avait enregistré des taux d'incidence accru (132,64 pour
100 000 habitants), ainsi qu’a I'Est, Sud et I'Ouest avec des taux d'incidence respectifs de 119,64,
119,53 et 105,17 pour 100 000 habitants (OMS, 2020). Les wilayas d'Oran, de Tindouf et d'Annaba
avaient eu des taux d'incidence cumulés de plus de 200 cas pour 100 000 habitants (Figurel.4) (INSP,
2020).Durant ce temps 1 741 décés cumulés ont été enregistrés, avec un taux de létalité de 3,37%
(INSP, 2020/ 1er octobre).Récemment il a été montré une stabilité et un contrdle de la covid-19 sur tout

le territoire.
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Figurel.4 Répartition des taux d'indice par wilaya d'Octobre 2020 (Derkaoui et al., 2021)

4. Aspect thérapeutique de la Covid-19 en Algérie

Pour la prévention de la maladie, I'Algérie a recu trois(3) doses de vaccins selon la Directrice générale
de la santé Wahiba Hadjoudj : AstraZeneca (50 ans et plus), Sputnik V ou Gam-COVID-Vac (Vecteur

Viral non repliable : 91,6% d’efficacité) ainsi que le vaccin inactivé Sinovac-Coronavac (18 a 50ans).

1. Covid-19 et Fimmunité innée

Lors de linfection par le SRAS-CoV-2, le systéme immunitaire active en aval une premiére ligne de

défense, 'immunité innée qui contribue en un recrutement de diverses cellules mononuclées, effectrices

et phagocytaires telles que les monocytes.

1. Monocyte

A. Historique

Les monocytes, représentant environ 10 % du total des leucocytes chez 'homme et seulement 2 a 4 %
chez la souris (Italiani et Boraschi 2014) ; sont des cellules phagocytaires libres dans la circulation
sanguine, et provenant des cellules souches hématopoiétiques (HSC, hematopoietic stem cells) se
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situant dans la moelle osseuse et la rate. En effet ce processus de développement des monocytes est
produit par le biais de nombreux précurseurs myéloides-communs tels que les précurseurs myéloides
communs a partir de HSC (CMP, common myeloid progenitors), précurseurs de granulocyte/
macrophages (GMP, granulocyte-macrophage progenitors), qui sont identifiés par l'expression des
récepteurs Fcy de CD16 et CD32 (Akashi et al., 2000), un précurseur de macrophages/DC (cellules
dendritique) (MDP, macrophage-dendritic cells progenitors) et a la fin un précurseur commun des
monocytes, identifié récemment un précurseur de la moelle osseuse différant de MDP par 'absence de
'expression de CD135 (Figure 1.5) (Hettinger et al., 2013).

1) (2) 3) (4) ) (6) (7)
Ly6Chi Ly6C'e
HSC CMP GMB MDP cMoP monocyte monocyte
0. e e.e. .. & €. .¢€
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FLT-3* Lyﬁl.':* CCR2le CCR2e
cDG2Lh CD62L'®

Figurel.5 Voie de développement des monocytes chez la souris (Terry and Miller, 2014) dans la
Thése (Nouari 2016)

Les monocytes sont dérivés a partir de HSC dans la moelle osseuse par 'intermédiaire de plusieurs précurseurs
myéloides.Sca-1+HSC (1) donnant naissance a des cellules CMP CD34+ (2). Ces cellules a leur tour donnent
naissance a des cellules CD34+CD16/32+ GMB (3). Une population de ces précurseurs exprime de ce fait CD115,
CX3CRL1 et flt-3+, connus sous le nom MDP (4). Un précurseur de monocyte récemment identifié en aval du MDP
perd 'expression de flt-3+ et augmente la régulation du Ly6C+, connu sous le hom cMoP (5). Cette cellule donne
naissance a des monocytes Ly6Chigh(6), qui se différencient en monocytes Ly6Clow. HSC : cellules souches
hématopoiétiques (hematopoietic stem cells), CMP : précurseurs myéloides communs (common myeloid
progenitors), GMP : précurseurs de granulocyte/ macrophages (granulocyte-macrophage progenitors), MDP :
précurseur de macrophages/cellules dendritique (macrophage-dendritic cell progenitors), PU.1 (purine-rich box-1),
IRF8 (interferon regulatory factor-8) et KLF4 (Krippel-like factor-4).

B. Classification

Les monocytes sont des cellules trés hétérogénes. lls expriment une variété de récepteurs et sont
capable de changer leur phénotype fonctionnel en réponse a la stimulation de I'environnement (Yang et
al., 2014) (Figure1.5). Basée sur I'expression des marqueurs de surface CD14 et CD16 (FcyRlll) (Patel
et Yona. 2019); a I'neure actuelle, nous distinguons trois(3) sous-populations des monocytes chez
'homme selon le Comité de nomenclature de I'Union Internationale des Sociétés d'Immunologie
(Ziegler-Heitbrock et al., 2010).La majeure partie des monocytes(~90%) dans le sang humain
constituent les monocytes dits “classiques” ou “inflammatoire” avec une forte expression de CD14 mais
pas celle de CD16 (CD14'°*CD16’) ainsi qu'un niveau élevé de CCR2; le reste des sous-

ensembles(~10%) représentant les monocytes “intermédiaires” qui se caractérisent par une faible
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expression de CD16 avec un taux élevé de CD14(CD14**CD16") ainsi que les monocytes dits “non-
classiques” ou “patrolling” ayant une forte expression de CD16 mais faiblement de
CD14(CD14*CD16™). (Yang et al., 2014 ; Wang et al., 2020)

Cependant, chez la souris en fonction de I'expression Ly6C a la surface des cellules ; les sous-
ensembles Ly6Chigh (Ly6C++) et Ly6Cmiddle (Ly6C+) jouent des roles pro-inflammatoires avec
expression d’un niveau élevé de CCR2 et quant aux Ly6Clow (Ly6C-) ,ils expriment un faible niveau de
CCR 2, et patrouillant principalement le long de l'endothélium vasculaire et sont impliqués dans la
réparation des tissus d’ou leur homologie respective avec les monocytes classiques et non-classiques
humains.(Yang et al., 2014)

En bref, les monocytes inflammatoires humains et murins expriment des niveaux élevés du récepteur de
chimiokine CCR2 et des niveaux faibles du récepteur de chimiokine CX3CR1, tandis que les monocytes
patrouilleurs présentent un schéma inverse. Par conséquent, les monocytes inflammatoires répondent a
la chimiokine CCL2 qui sert de médiateur au recrutement des monocytes Ly6C+/CD14+ vers les sites
inflammatoires (Tsou et al., 2007), tandis que les monocytes patrouilleurs répondent au ligand 1 de la
chimiokine CX3C [CX3CL1, la fractalkine humaine et la neurotactine de la souris (Auffray et al., 2007),
une chimiokine présente a la fois sous forme de protéine soluble et de chimiokine liée a la membrane
qui est exprimée sur les cellules endothéliales et dans les tissus (Tableaul.l). (ltaliani et Boraschi.
2014)
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Figurel.6 Sous-population de monocytes humains (Patel & Yona 2019)

Le pool de monocytes circulants constitue : les monocytes classiques CD14+CD16- (gris), intermédiaires
CD14+CD16+ (bleu) et monocyte CD14-CD16+ (rouge).Cependant plusieurs facteurs de stimulation externes

peuvent avoir un impact sur ces sous-ensembles de monocytes.
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Especes Sous-ensembles Marqueurs externes Récepteurs-chimiokines
Classique (90%) CD14+CD16- CCR2hignCXCR1low
Intermediaire  (5%) CD14++CD16+ CCR2mIidCX3CR1highCCRS+
Homme
Non-classique (5%) CD14+CD16++ CCR2lowCXCR1high
LyC6 "high"  (5%) CD11b+CD115+Ly6Chigh CCR2highCXCR1llow
Souris
LyC6 "middle" CD11b+CD115+Ly6Cmidle CCR2highCXCR1llow
LyC6 "low"  (~60%) [CD11b+CD115+Ly6Clow CCR2lowCXCR1high

Tableaul.l Sous-ensemble regroupé de monocytes Humains et Murins (Italiani & Boraschi 2014;
Wang et al., 2020)

C. Roéle des monocytes

Le réle physiologique des sous-ensembles de monocytes in vivo n'est pas entierement défini. lls
pourraient avoir des roles différents au cours de I'homéostasie, de la défense immunitaire/inflammation
et de la réparation des tissus, en termes de capacité a s'activer et a sécréter des cytokines
inflammatoires en réponse a différents stimuli, de traitement et de présentation des antigenes, de
comportement pro-angiogénique et de patrouille. (Italiani & Boraschi 2014)

D. Differenciation

A un stade de linflammation, les monocytes migrent vers les muqueuses et les tissus pour se
différencier et devenir cependant des précurseurs circulants de plusieurs populations de macrophages
par le biais de la régulation de I'lL-6 et le facteur de stimulation des colonies de macrophages
granulocytes (GM-CSF) (Gomez-Rial et al., 2020) et des cellules dendritiques tissulaires, afin d’occuper
a ce titre une place prépondérante dans la mise en place des réponses immunitaires normales et
pathologiques. (Coillard et Segura 2019)
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2. Monocytes : Réles dans la Covid-19

Les phagocytes mononucléaires constituent une famille de cellules largement distribuées qui contribuent
a l'immunité innée et adaptative. Les monocytes circulants et les macrophages tissulaires naturellement
dotées d’'une extréme plasticité participent a toutes les étapes du SRAS COVID-19. lIs contribuent aux
comorbidités qui prédisposent a l'infection clinique, a la résistance et a la dissémination du virus, ainsi
gu'aux facteurs de I'n6te qui déterminent la gravité, la guérison et les séquelles de la maladie. (Martinez
et al., 2020)

A. Stade précoce dans la pathogenése du SRAS-COV-2

En réponse a une infection virale, les cellules de I'héte produisent immédiatement des cytokines qui
constituent la premiére alarme suite a leur reconnaissance des motifs exprimés par le virus (PAMPs :
pathogen-associated molecular patterns), comme les Toll-like receptors (TLR) 7 et 8 interagissant avec
'ARN viral (Sa Ribero et al., 2020 ; Schneider et al., 2014). Parmi celles-ci, les interférons de type |
(IFN-1) qui sont des composants cruciaux du systeme immunitaire inné contre les virus (Schneider et al.,
2014) caractérisée par l'expression puissante des Interferon-stimilated genes (ISG), qui permettent aux
cellules d’avoir un profil antiviral afin de limiter la propagation du virus et induisant par la suite une forte
augmentation de l'expression de CD169 (également connu sous le nom de Siglec-1) sur les monocytes
circulants (mCD169). (Ortillon et al., 2021)

B. Infection des monocytes par le SRAS-COV-2

Cette infection peut se dérouler soit par une voie dépendante ou indépendante de 'ACE2. Par la suite
le SRAS-COV-2 induit une efficace suppression de la réponse antivirale IFN des monocytes, tout en
compromettant les réponses immunitaires adaptatives contre le virus par infection des CPA : DC et
Macrophages et par réduction des lymphocytes T et B. (Vadillo et al., 2021)

Durant ce processus les monocytes migrent vers les tissus ol ils deviennent des macrophages résidents
infectés contribuant ainsi a la propagation du virus dans les tissus et organes (cceur, intestin, cerveau et
reins) par un mécanisme de “cheval de Troie” via le récepteur CD169 des monocytes de type M1. Ces
monocytes et macrophages infectés produisent en quantité élevée de nombreux types de cytokines (tels
qgue : IL-1B, IFN de type |, IL-6, TNFa) et chimiokines (tels que : IL-8 ou CXCL8 et MCP-1 ou CCL2)
pro-inflammatoires, contribuant a linflammation locale des tissus et a une dangereuse réponse
inflammatoire systémique appelée “tempéte de cytokines” (cytokine Storm). (Fernando et al., 2020 ;
Jafarzadeh et al., 2020)
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e Tempéte cytokinique

Le syndrome de libération de cytokines (CRS) ou cytokine Storm est une forme de réponse

inflammatoire systémique généralement déclenché par une variété de facteurs tels que les infections et
les médicaments. (Shimabukuro-Vornhagen et al., 2018)
Par conséquent, lorsque les macrophages et DC ont un défaut de galvanisation et d’éducation pour
l'activation des lymphocytes T et B, ils surproduisent de fagon aberrante des cytokines comme I'lL-6 et
le TNFa dans l'effort de contrdler l'infection; par la suite cela entrainera une cascade d’inflammation
aboutissant au développement du CRS et les Iésions pulmonaires aigués qui s’ensuivent, conduisant
ainsi au syndrome de détresse respiratoire aigué (ARDS) hyper-inflammatoire et thrombotiques dans les
poumons, qui est une conséquence redoutée de linfection par la COVID-19 pouvant mener
éventuellement au déces. (Fernando et al., 2020 ; Geller & Yan 2020)

Uninfected individual Moderate COVID-19 Severe COVID-19

Pulmonary epithelium
ORI AR AT

|FN-=expressing
CD4* T osll

Figurel.7 Mécanismes : déclenchement de cytokine Storm, adapté d’aprés (Pedersen & Ho 2020)

la covid19 étant causée par le SRAS-CoV-19,par rapport aux non-infectés(panneau gauche),les cas modérés de la
maladie montrent un taux élevé d’IL-6 avec une diminution du nombre total de lymphocytes T(LT) dont les TCD4+
et TCD8+(panneau milieu).Dans le cas séveére :une surproduction d’IL-6,d’IL-2R,d’IL-10 et TNFa montrant une
diminution de TCD4+ et TCD8+ exprimant I'lFN-Y(panneau droite).cette tempéte cytokine et lymphopénie T méne
a'’ARDS.
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Ill.  Notion de Piége monocytaires (MoET)

1. Généralité

Les Traps/pieges extracellaires en général ont été Initialement décrit en 2004 par Brinkmann et al chez
les neutrophiles comme conséquence de la stimulation avec l'acétate de myristate de phorbol, le LPS et
I'lL-8, des agents pathogenes extracellulaires notamment Candida albicans, Streptococcus aureus, des
virus, d’autres cytokines, des cristaux de cholestérol et d'urate, des lipides, un taux de glucose élevé,
des plaquettes activées, complément (C5a), hypoxie, et modulateurs des récepteurs des cestrogénes.
Ce mécanisme par lequel les neutrophiles forment les NETs dépend de la nature du stimulus et se
procédent par décondensation de la chromatine, rupture nucléaire et enfin libération de NET (Figure
1.6). La libération est précédée d'une rupture de la membrane plasmique, un processus appelé NETose
lytique. L'acétate de myristate de phorbol, le LPS et divers types de bactéries, comme Pseudomonas
aerugionosa, activent la voie Raf-MEK-ERK (protéine kinase activée par un mitogene, kinase régulée
extracellulaire) qui stimule la production d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) par NOX2 (NADPH :
complexe nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase 2 ; formation de NET dépendante de
NOX2). (Sorvillo et al., 2019)
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Figure 1.8 Processus de formation du piege extracellulaire des neutrophiles (NET) (Sorvillo et al.,
2019)

Différents stimuli activent des voies intracellulaires distinctes qui conduisent a la formation de NET. Les stimuli
peuvent entrainer la production d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) par activation de la NADPH (nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate) oxydase via la voie Raf-MEK-ERK (mitogen-activated protein kinase, kinase
régulée extracellulaire). L'augmentation du calcium intracellulaire conduit a I'activation de PAD4 (peptidylarginine
déiminase de type IV). Dans le noyau, PAD4 citrullinise les histones favorisant la décondensation de la chromatine.
La production de ROS cytosoliques ou mitochondriales (MROS) permet la libération de NE (élastase des
neutrophiles) et de MPO (myéloperoxydase) a partir des granules de neutrophiles. MPO et NE migrent vers le
noyau, contribuant également a la décondensation de la chromatine. Plusieurs stimuli conduisent a la voie de
I'inflammasome NLRP3 (domaine de la pyrine de la famille NLR contenant 3), provoquant potentiellement
l'activation de la caspase-1, tandis que le LPS (lipopolysaccharide) intracellulaire et les bactéries activent la
caspase-11. La NE et les caspases-1 et -11 clivent/activent la GSDMD (gasdermine D) qui forme des pores dans
les membranes nucléaire et plasmique. La décondensation de la chromatine et le gonflement nucléaire ainsi que
les pores du GSDMD permettent la rupture de la membrane nucléaire et la libération de la chromatine dans le
cytosol, entrainant la décoration de la chromatine avec des protéines neutrophiles. Par la suite, des ruptures de la
membrane plasmique sur un ou plusieurs sites et des NETSs, décorées de protéines neutrophiles telles que PAD4,
MPO, NE, LL-37 et histones, sont libérées.
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2. Mécanismes de formation d’Etose ou “ETosis”’

Les pieges/Traps extracellulaires (ET) des monocytes sont des filaments d’ADN extracellulaire (d’origine
mitochondriale et nucléaire) (Granger et al. 2017) formés durant I'activation des monocytes en réponse a
de nombreux stimuli. Cependant ils présentent un aspect <<diffus>> analogue a ceux des neutrophiles
(NET) et sont caractérisés par la présence de [lhistone citrullinées (citH3), d’élastine(E), de
lactoferrine(LF), de la myéloperoxydase (MPO). (Brinkmann et al., 2004; Granger et al., 2017)

Le processus biologique de génération des MoET, appelé ETosis est un genre de mort cellulaire
spécifiques, différent de la nécrose ainsi que de I'apoptose suite a la maintenance de l'intégrité de la
membrane plasmatique chez la cellule. Il s'agit d'un programme de mort cellulaire en plusieurs étapes :
les enzymes des granules se déplacent vers le noyau/mitochondrie (monocytes) et provoquer une
décondensation de la chromatine. Cette propriété chez les monocytes face a de nombreux stimuli les
permet de maintenir un important profil antimicrobien contre : bactéries, parasites, protozoaires, virus et
pro-inflammatoire (Mozzini et Girelli 2020). L'Etose ainsi induite dépend de l'assemblage/activation du
complexe NADPH oxydase (NOX) conduisant a la production de ROS (reactive oxygen species). (Yang
et al., 2018)
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Problématique

Les monocytes sont tout de méme dotées de divers roles importants en temps que l'une des cellules
clés de I'immunité innée au cours des infections.

v

Le SARS-CoV-2, dans sa pathogénese a montré une susceptibilité d'infection des cellules
phagocytaires

g
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Objectif

L’essai d’evaluation du niveau d’expression des Traps/pieges des MO qui pourraient étre générés

comme résultat lors de la seconde infection du SRAS-CoV-2.

But

Nous montrons en paralléle que si le SRAS-CoV-2 a la capacité d’induire la libération des

TRAPS/PIEGES par les monocytes au cours de linfection par SRAS-Covid 19.
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Chapitre 2. Matériels et Méthodes

I.  Déclaration éthique
Cette étude a été approuvée par le comité d'éthique local de I'Université de Tlemcen et conformément a

la Déclaration d'Helsinki.

Il. Isolation des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC)

Les PBMC ont été isolées a partir de sang veineux frais sains collectés dans des tubes contenant de
l'acide éthylénediaminetéraacétique (EDTA) (BD, Belliver Industrial Estate, Royaume-Uni). Les
échantillons de sang ont d'abord été dilués avec un volume égal (3,5ml) a l'aide du PBS 1:1 (phosphate-
buffered saline) et déposé sur 3,5ml d’ Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) pour une
centrifugation par gradient de densité a 400 x g pendant 30 min. La bande d'interface opaque contenant
les PBMC a été soigneusement récoltée et lavée deux fois avec du PBS (10ml) par centrifugation a 100
X g durant 10 min. Les culots cellulaires ont ensuite été mis en suspension dans 1 ml (0,5 ml/chaque
culot cellulaire isolé) de RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) additionné de 10% FCS
(sérum de veceu feetal), 1 mM de pyruvate de sodium et 50 g/ml de gentamicine pour le comptage
cellulaire. La viabilité cellulaire a été réalisée par TBET (test d'exclusion au bleu Trypan) par microscopie
photonique (Zeiss, Allemagne). (Dahlouk et al., 2016 ; Dahmani et al., 2020 ; Milliani et al., 2018)

lll. Isolation des Monocytes (MO)

Les monocytes ont été isolés des PBMC sur la base d'une adhérence en plastique différentielle. Les
PBMC ont été ensemencées a 2 x 10° cellules/ml dans des plaques a 24 puits contenant du RPMI
1640, complété avec 2 mM de I-glutamine, 50 mg/ml de gentamicine et 10 % de FCS, puis incubé 2h a
37°C dans 5% CO. avec atmosphére humide (Richardson et Fedoroff 1997). Les cellules ont pu adhérer
avant |'élimination des cellules non adhérentes et le traitement des MO adhérents avec MET. Les
cellules ont été comptées au microscope (Zeiss, Allemagne) en utilisant une coloration au bleu Trypan.
(Dahmani et al., 2020 ; Milliani et al., 2018)
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IV. Dosage de l'activité de la myéloperoxydase associée a |'étose
L'évaluation d'ETosis reposait sur la mesure indirecte de l'activité de la myéloperoxydase (MPO) aprés
son action sur le peroxyde d'hydrogene (H202) (Harwood et al., 2006 ; Pulli et al,. 2013) (modifié par
Aribi ; Laboratoire WO0414100, Université de Tlemcen, 13000 Tlemcen, Algérie). Le taux de
décomposition de H202 par MPO est déterminé en mesurant le taux d'acide hypochloreux (HOCI), qui
est généré a partir de H202 et de chlorure dans le milieu extracellulaire comme suit : H202 + CI- —
HOCL + OHe (Tvrda et al., 2020). Le HOCL produit par les monocytes activés peut oxyder le bromure
(Br-) in vitro. En bref, 10 pl de milieu extracellulaire dans du PBS (pH 7,4) ont été ajoutés a 10 pl de
bromure de sodium 22 mM (NaBr). La concentration en HOBr a été déterminée en mesurant son
absorbance a 330 nm (pH 12, €330=332 M-1 cm-1), comme rapporté (Kumar et al., 1987). Le niveau
de HOCL a été estimé a l'aide d'un standard préparé dans les mémes conditions en ajoutant 10 pL de
bromure de sodium 22 mM a 10 pL de HOCI 20 mM dans du PBS (pH 7,4). Les résultats d'Etosis ont été

validés par microscopie a fluorescence a l'aide de la Floid Cell Imaging Station.
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Résultats confidentiels jusqu’a publication.

35



Chapitre3. Résultat et Discussion

36



Chapitre3. Résultat et Discussion

37



Chapitre4. Conclusions et Perspectives

Chapitre 4. Conclusions et Perspectives

Les ET présentent une efficacité étendue contre une diversité d'agents pathogeénes, notamment les
bactéries Gram-positives et Gram-négatives, les champignons, les parasites et les virus.

En perspective, les résultats sont en cours d’accomplissement au Laboratoire de Biologie Moléculaire
appliquée et Immunologie. Nous attendons pour ne pas étre pénalisés par le délai donné par
'administration et pour respecter la méthodologie dans la recherche, nous devons aller jusqu’a la

premiére semaine du mois d’Aout afin de terminer cette partie.
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Résumé
Introduction : Le SRAS-CoV-2 est un bétacoronavirus responsable de la pandémie a Covide-19.Les

monocytes faisant parties des cellules clés du systéme inné contribuent ainsi dans sa pathogénéese. Par
ailleurs, nouvellement comme mécanisme chez les monocytes, ils présentent des changements a long
terme au cours de linfection par expression de Traps/piéges extracellulaires ou ADN extracellulaires
comme derniére ligne de défense.

Objectif : Ce projet de Mémoire repose donc, sur L’'essai d’evaluation du niveau d’expression des
Traps/piéges des MO qui pourraient étre générés comme résultat lors de la seconde infection du SRAS-
CoV-2.

Matériels et Méthodes : Les monocytes ont été isolés a partir de cellules mononuclées du sang
périphériqgue (PBMCs) de donneurs volontaires sains par 'adhérence en plastique. Ces derniers ont été
mis en contact deux(2) fois avec le virus atténué in vitro afin de doser l'activité de la myéloperoxydase
associée a l'étose.

Mots clé : Covid-19, Monocytes, SRAS-CoV-2, Traps/Piéges extracellulaires monocytaires.

Abstract
Background: SARS-CoV-2 is a beta-coronavirus responsible for the Covide-19 pandemic. Monocytes,

which are part of the key cells of the innate system, thus contribute to its pathogenesis. Moreover, as a
new mechanism in monocytes, they exhibit long-term changes during infection through expression of
extracellular traps / traps or extracellular DNA as a last line of defense.

Objective: This thesis project is therefore based on the assay to assess the level of expression of
Extracellular Traps of Mo that could be generated as a result of the second infection of SARS-CoV-2.
Material and Methods : Monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of
healthy volunteer donors by the plastic adhesion. The latter were brought into contact twice (2) with the

attenuated virus in vitro in order to measure the activity of the myeloperoxidase associated with etose.
Keywords: Covid-19, Monocytes, SRAS-CoV-2, Extracellular Trap of Monocytes.
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