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1. Introduction bibliographique

1.1. Coronavirus et pandémie de COVID-19

1.1.1. La COVID-19 : une maladie émergente a coronavirus

Les coronavirus humains ((HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 et HCoV-HKU1)
sont des pathogénes communs, saisonniers, qui infectent uniquement I’Homme au niveau des
voies respiratoires hautes et provoquent des symptomes semblables a ceux d’un rhume (1).
D’autres coronavirus, initialement propres au réservoir animal, ont été transmis a I’Homme.
C’est le cas du coronavirus associ¢ au syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV)
et de celui associé¢ au syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV) qui ont engendré des
épidémies dans les années 2000 (1). En décembre 2019, un nouveau coronavirus, le SARS-
CoV-2 a émergé a Wuhan en Chine. Le génome du SARS-CoV-2 posseéde des similarités de
séquences avec le SARS-CoV (79%) et le MERS-CoV (50%) (2), mais plus encore avec des
coronavirus retrouvés chez la chauve-souris (96%) et le pangolin (92%) (3). Ces éléments
semblent indiquer une origine animale du SARS-CoV-2 mais le réservoir hote et les potentiels
hotes intermédiaires n’ont pas été clairement identifiés. Le SARS-CoV-2 fut a I’origine de la
COVID-19, maladie liée au coronavirus 2019. En raison de sa trés forte contagiosité, il a
engendré une pandémie. Selon 1’agence nationale Santé Publique France, on dénombre un total
de 767 518 723 cas dans le monde, dont 6 947 192 déces en juin 2023 (4).

Les manifestations cliniques différent selon I’age. Les symptomes les plus communs
sont la fievre, la toux séche, la myalgie, la fatigue, la dyspnée, I’anosmie (perte de I’odorat) et
I’agueusie (perte du golt). On remarque parfois des augmentations des expectorations, des
maux de téte, de ’hémoptysie (crachement de sang) ou encore de la diarrhée (2). Dans certains
cas, les patients sont atteints de pneumonie, d’infections secondaires, d’événements
cardiovasculaires et de syndrome de détresse respiratoire aiglie qui peuvent étre fatales en
particulier chez les plus de 45 ans ou en cas de comorbidités tel que 1’obésité (5). La rapide
réplication du virus dans les poumons engendre une forte réponse immunitaire, notamment une
tempéte de cytokines, responsable des syndromes de détresses respiratoires aigués et des

défaillances respiratoires (3). De nombreuses infections sont également asymptomatiques (3).

1.1.2. SARS-CoV-2 : cycle de vie du virus
Les coronavirus sont une famille de virus enveloppés a ARN monocaténaire (sens
positif). Le génome du SARS-CoV-2 code pour des protéines structurales, qui vont composer

la membrane, la nucléocapside, I’enveloppe, les glycoprotéines spike, des protéines non
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structurales (polymérases) qui lui permettent de se répliquer au sein d’un organisme et des
protéines accessoires (5). Ces dernicres ne sont pas indispensables a la réplication, mais elles
possédent souvent des activités d’évasion immunitaire. L’étude du cycle de vie du virus dans
I’organisme aide a la compréhension de la physiopathologie et met en évidence de potentielles

cibles thérapeutiques (Figure 1).
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Figure 1 : Cycle de vie du SARS-CoV-2 (V'kovski et al., 2021).
Encadré en jaune, les différentes étapes. Liaison au récepteur ACE2, entrée, libération du
génome, transcription et synthése d’ARN viral, assemblage de la particule virale, exocytose et
libération. Encadré en rouge, les voies d’inhibition possibles.

Dans un premier temps, le virus s’attache a la cellule hote, grace aux glycoprotéines

spike présentes sur 1’enveloppe. Cette protéine est composée de deux sous-unités : S1 qui
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possede le domaine de liaison au récepteur de 1’enzyme de conversion de 1’angiotensine 2
(ACE2) et S2, transmembranaire, qui permet la fusion des membranes (6). Pour cela, la protéine
spike doit étre clivée afin d’activer la sous-unité S2. Le SARS-CoV-2, comparé aux autres
coronavirus, posseéde une séquence d’acides aminés basiques a la jonction de S1 et S2 qui
favorise son clivage par la sérine protéase transmembranaire TMPRSS2 ou par une furine
protéase (3). Ce clivage peut également étre effectué par d’autres protéases, les cathepsins B et
L (CatB/L) qui permettraient d’internaliser la particule virale par endocytose. La TMPRSS?2 est
plus fortement exprimée dans certains tissus et co-exprimée avec ACE2 notamment dans les
cellules épithéliales nasales, dans les poumons et dans les bronches. Ce qui explique le tropisme
du virus pour ces tissus (3). Généralement, les radeaux lipidiques présents sur la face externe
de la membrane plasmique de la cellule hote jouent un role important et sont impliqués a
différents stades du cycle de vie du virus. Ils sont principalement composés de
glycosphingolipides, de cholestérol, de glycosyl phosphatidyl inositol ancrés a une protéine.
Dans le cas du SARS-CoV2, il semblerait que des microdomaines riches en cholestérol
facilitent I’interaction entre les protéines S et ACE2 (7).

Une fois le virus internalisé¢ par fusion des membranes, le génome viral est libéré afin d’étre
répliqué grace a la protéase 3-chymotrypsine-like (3CLpro) aussi appelée main protéase (Mpro)
et a ’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp). Une fois toutes les composantes du virus
synthétisées, elles sont assemblées. De nouvelles particules virales peuvent alors étre libérées
par exocytose (6). Afin de stopper la prolifération du virus, la recherche d’antiviraux tente

d’interférer dans les étapes de ce cycle.

1.1.3. Traitements anti-SARS-CoV-2

Pour répondre a la pandémie mondiale de COVID-19, des moyens préventifs ont été
mis en place tels que les gestes barricres, des périodes de confinements ou encore le télétravail
afin de limiter la propagation du virus. Initialement, les anti-inflammatoires étaient utilisés afin
d’éviter les réactions inflammatoires exacerbés, causées par la libération excessive et
incontrdlée de cytokines (choc cytokinique) et engendrant par la suite des 1ésions pulmonaires
aigues (8). Des vaccins (Pfizer-BioNTech, Moderna, Astra Zeneca, Janssen, Novavax, Sanofi
Pasteur) ont ét¢ développés en un temps record, afin d’immuniser les populations et de protéger
les personnes les plus a risque : personnes agées, obeses, immunodéprimées (9). Outre les
vaccins classiques (vivants atténués, vivants inactivés) des vaccins innovants 8 ARN messager
ont été congus et validés. Ceux-ci sont composés d’'un ARNm synthétique qui permet, une fois

dans I’organisme, de produire la protéine S déclenchant ainsi la réponse immunitaire.
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Des traitements sont ¢galement nécessaires afin de prendre en charge les cas de COVID-
19 potentiellement graves. A ce jour, en France les traitements antiviraux sont indiqués chez les
patients a risque de développer des formes graves (immunodéprimées et plus de 65 ans) (10).
Selon les recommandations de ’HAS (Haute Autorité de Santé), le Paxlovid est a utiliser en
premicre intention (10). Il associe deux inhibiteurs de protéase, le ritonavir, utilisé initialement
pour traiter les infections au VIH, et le nirmatrelvir qui agit plus spécifiquement sur le SARS-
CoV-2 en inhibant la protéase 3CLpro. Il présente de nombreuses contre-indications en raison
de sa puissante inhibition des cytochromes P450 3A4 pouvant induire des surdoses de certains
médicaments en diminuant leur métabolisation/élimination (10). De plus, des études in vitro ont
démontré que SARS-CoV-2 développe une résistance au nirmatrelvir (11). Le remdesivir est
indiqué en deuxiéme intention (10). Ce pro médicament, analogue nucléotidique, initialement
développé pour traiter le virus Ebola, agit sur la réplication du génome en inhibant la RdRp.
Celui-ci présente de nombreux effets indésirables et des études in vitro ont montré 1’évolution
possible du SARS-CoV-2 vers une résistance au remdesivir (11). En dernier recours, le
sotrovimab peut étre employ¢ (10). Cet anticorps monoclonal cible la protéine spike au niveau
du domaine de liaison au récepteur (sous unité S1) afin d’inhiber I’entrée du virus dans la
cellule. Néanmoins, ce traitement n’est pas efficace sur certains variants. En effet, selon des
mécanismes de mutations, de substitutions et de recombinaison de son génome, le SARS-CoV-
2 continue d’évoluer en différents variants avec des caractéristiques phénotypiques bien
distinctes (transmissibilité, sévérité et évasion immunitaire) (11).

La recherche d’antiviraux se poursuit avec la nécessité d’anticiper 1’apparition de

résistances et de nouveaux variants et de proposer de nouveaux traitements strs et efficaces.

1.2. Les substances naturelles végétales, une source d’antiviraux

Depuis I’antiquité, les plantes sont utilisées par ’Homme a des fins médicinales. Celles-
ci sont capables de synthétiser des métabolites spécialisés pouvant posséder des propriétés
antivirales. Elles représentent donc une source directe de principes actifs et une source
d’inspiration dans la confection de molécules par synthése ou hémi-synthése, aboutissant a de
nouveaux médicaments. L’oseltamivir (Tamiflu), un antiviral utilisé¢ dans le traitement de la
grippe, en est un bon exemple. En effet, celui est synthétisé a partir de 1’acide shikimique naturel
issue de I’anis étoilé (Il/licium verum) (12). Cette maticre premicre étant une ressource limitée,
I’acide shikimique est également produit par fermentation afin de répondre a la demande

mondiale (13).
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La recherche de traitements du SARS-CoV-2 s’appuie également sur les plantes afin de

mettre en évidence des antiviraux d’origine naturelle.

1.2.1. Exemples de plantes étudiés

Le Cannabis sativa L fait partie des plantes étudiées, notamment pour les cannabinoides
qui le composent. L’acide cannabigerolique (CBGA), I’acide cannabidiolique (CBDA) et le
CBDA methyl ester, composés produit par hémi-synthése, ont montré une possible interaction
avec la sous-unité S1 de la protéine spike, in silico par docking moléculaire (14,15). Des tests
in vitro ont permis de montrer une inhibition de I’entrée du SARS-CoV-2 dans les cellules Vero
E2 avec une Clsode 37pug/mL pour CBGA et de 24 ng/mL pour CBDA (14). Un test similaire
effectué¢ dans une seconde étude a lui révélé une Clso de 42.7ug/mL pour CBDA et de 18.4
ng/mL pour CBDA methyl ester (15). Ce dernier composé présente une meilleure stabilité in
vitro par rapport au CBDA qui, lui, subit une décarboxylation, produisant ainsi le cannabidiol
(CBD). 11 a été montré que le CBD inhibe indirectement la réplication du SARS-CoV-2. Ce
compos¢ agit sur la cellule hdte en induisant un stress du réticulum endoplasmique, bloquant
ainsi la synthese protéique (16).

De récentes études ont également mis en évidence, ’activité anti-SARS-CoV-2 de
I’extrait éthanolique d’Andrographis paniculata, plante médicinale de la famille des
Acanthaceae utilisée en médecine ayurvédique, et de son composé majoritaire,
I’andrographolide, une lactone diterpénique. En effet, I’extrait EtOH et ’andrographolide ont
montré une activité inhibitrice de la réplication virale dans les cellules épithéliales du poumon
(Calu-3) avec des Clso de, respectivement, 9.54ug/mL et 1.68uM (17). Une étude antérieure
avait aussi montré (i) in silico, I’interaction de cette molécule avec la protéase Mpro, et (ii) in
vitro, I’activité inhibitrice du composé sur cette méme protéine avec une Clsode SuM (18). En
Thailande, le traitement de patients covidés a un stade précoce et sans comorbidité par I’extrait
de A. paniculata a été approuvé en 2021 (19) . Des essais cliniques tentent d’évaluer I’efficacité
de A. paniculata comme traitement de la COVID-19, mais les premiers résultats divergent

(20,21).

1.2.2. Criblage d’extraits végétaux
A I'Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN-CNRS), bon nombre de plantes
médicinales sont également évalués pour leur potentiel thérapeutique contre les maladies
infectieuses a I’aide de tests primaires antiviraux, antibactériens, antiparasitaires, .... Grace aux
partenariats développés avec certaines universités des DROM-COM ou de pays tiers riches en
biodiversité tels que la Malaisie, le Vietnam ou Madagascar, I'ICSN méne depuis de
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nombreuses années, des campagnes de bioprospection. Tout en respectant le protocole de
Nagoya et APA sur I’acces aux ressources et au partage des avantages, ces collectes ont permis
de constituer une collection de plus de 14 000 extraits issus d’environ 6 500 plantes. Un peu
plus de 800 extraits acétate d’éthyle préparés a partir de différentes parties d’environ 400
especes de Rutaceae et d’ Annonaceae, ont €t soumis au criblage primaire contre la réplication
du coronavirus humain HCoV-229E par un test cellulaire in vitro. Ce virus, moins pathogéne,
sert de modele infectieux et constitue le point de départ de 1’étude sur des coronavirus plus
virulents (SARS-CoV-2). Parmi les 824 extraits testés, onze étaient du genre Clausena, et seul
I’extrait acétate d’éthyle des feuilles de C. harmandiana a révélé une puissante activité
inhibitrice du HCoV-229E. Cet extrait a donc été sélectionné pour une étude chimique et
biologique approfondie. C’est la premicre fois qu'une espece du genre Clausena montre un
potentiel antiviral contre un coronavirus, aucune revue de la littérature ne fait mention d’une

telle activité.

1.3. Clausena harmandiana

1.3.1. Description botanique et usages traditionnels
Clausena harmandiana (Pierre) Pierre ex Guillaumin appartient a la famille des
Rutaceae, ordre des Sapindales. Cet arbuste, de 1 a 1,5 m de haut, possede des feuilles
persistantes imparipennées, aux folioles alternes ou opposées mesurant 5-14 cm de long et 5-8
cm de large (22) (Figure 2). Il forme des inflorescences terminales pubescentes, de 10-20 cm
de long, trés ramifiées avec des fleurs sessiles assez grandes (5-6 mm de diameétre). Ces fruits
ovoides, d’un diamétre de 3 a 5 mm, deviennent rouges foncés a maturité et contiennent une ou

deux graines (22). Ils sont comestibles, tout comme les feuilles (23). Cette espece, qui a été

récoltée dans le nord du Vietnam, est aussi largement répandue dans tout le Sud-Est asiatique.

Figure 2 : Photos de C. harmandiana
18

(CC BY-NC-ND 4.0) CHAMBON



C. harmandiana, communément appelée « Song Fa », est utilisée dans la médecine
traditionnelle Thai sous forme de décoction de racines pour traiter les maux de téte, la ficvre,
les douleurs a I’estomac et les flatulences (24). C’est une plante riche en huiles essentielles, qui

est parfois utilisée comme insecticide.

1.3.2. Phytochimie et pharmacologie

Les études phytochimiques menées sur les racines et brindilles de C. harmandiana
indiquent la présence de composés coumariniques ou possédant un cycle carbazole. Ces deux
familles chimiques sont connues pour leurs activités antioxydantes, anticancéreuses,
antiparasitaires, antibactériennes, antifongiques et antivirales (24).

Les alcaloides a squelette carbazole se caractérisent par un squelette tricyclique
aromatique avec en son centre un pyrrole et en périphérie deux cycles benzéniques (Figure 3).
Cette famille de molécules posseéde des propriétés antivirales a I’encontre du cytomégalovirus
humain, du virus de I’hépatite C, du virus de 1’herpés simplex, du papillomavirus et du VIH
(25). L’heptaphylline et la 7-methoxyheptaphylline sont également étudiés pour leurs propriétés
anticancéreuses, et neuroprotectives (26). On retrouve également des carbazoles tétracycliques
tels que les harmandianamines A et B, la clausevatine D, les clausamines A et B et la
girinimbine (Figure 4).

Les coumarines sont des dérivés phénoliques a noyau benzo-a-pyrone (Figure 5).
Plusieurs activités antivirales ont été observées contre les virus influenza, les virus de 1’hépatite
B et C, le VIH, I’entérovirus 71, le coxsackievirus A16, et les virus de la dengue et du
chikungunya (27).

Des phénylpropanoides tels que 1’harmandianone et le verimol B ont été retrouvés
¢galement dans les fruits (28) (Figure 6).

L’huile essentielle obtenue a partir des feuilles, riche en monoterpénes (terpinen-4-ol,
a-sabinene, camphene) et en phénylpropenes (anethole), a montré des propriétés antioxydantes
et anti-inflammatoires (23,29). A I’exception d’une étude de la composition de son huile
essentielle, aucuns travaux ne documentent la composition phytochimique des extraits de

feuilles de C. harmandiana.
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R1

R R» R3 R4 Rs Re R7
Heptaphylline prenyl OH CHO H H H H
7-methoxyheptaphylline prenyl OH CHO H H OCH3; H
7-hydroxyheptaphylline prenyl OH CHO H H OH H
Heptazoline prenyl OH CHO H OH H H
Clauraila A OCHz3 H CHO H H OCH3 H
Clausine C H H COOCHz3 H H OCH3 H
Clausine D OH H CHO prényl | H H H
Clausine E (Clauszoline I) OH H COOCHz3 H H H H
Clausine F OH H COOCHs3 | prényl | H H H
Clausine H H OCHs | COOCHj3 H H OCH3 H
Clausine K (Clauszoline J) H OCH; | COOH H H OCHs3 H
Clausine L H OCH;3 | COOCH3 H H H H
Clausine O H OH CHO H H OH H
Clausine V H OCH3 H H H OCH3 H
Clausine Z OH H CHO H H H OH
3-formyl-1-hydroxy-7- OH H CHO H H OCH; H
methoxycarbazole
Murrayanine OCH3 H CHO H H H H
O-demethylmurrayanine OH H CHO H H H H
Lansine H OCH3 CHO H H OCH3 H
Clauszoline K H H CHO H H OCH3 H
Clauszoline N H OH CHO H H H OH
harmanmine D OCHz3 H COOCHs3 | prényl | H H H
Methyl carbazole-3-carboxylate H H COOCH3 H H H H
Mukonal H OH CHO H H H H
7-Methoxymukonal H OH CHO H H OCH3 H
Glycosinine H OCH3 CHO H H H H
Mukonine OCH3 H COOCHz3 H H H H
Mukonidine H OH | COOCHz3 H H H H

Figure 3 : Carbazoles identifiées chez C. harmandiana
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Figure 4 : Alcaloides et carbazoles identifiés chez C. harmandiana
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HsCO 0

H,C CH,
Xanthoxyletine: R;= OCH3, R,=R;=H Osthole
Dentatine: R;= OCHs, R>= 1,1 —diméthyl-2-propenyl, R; = H

Nordentatine: R;= OH, R, = 1,1 —diméthyl-2-propenyl, R3 = H

Clausarine: R; = OH, R,=R3 = 1,1 —diméthyl-2-propenyl

Figure 5 : Coumarines identifiées chez C. harmandiana
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(E)-methyl p-coumarate: R, = OH, R,=H, R3 = COOCHj3
(E)-5-methoxy-2-(prop-1-enyl)phenol: R;= OCHj3, R,= OH, R3 = CH3

Figure 6 : Phénylpropanoides identifiés chez C. harmandiana

1.4. Réseaux moléculaires

Depuis 2016, une méthodologie nommée « Réseautage Moléculaire » ou « Molecular

Networkingy» est employée pour investiguer le contenu moléculaire d’échantillons végétaux ou
microbiens (30). La construction de réseaux moléculaires est une technique permettant d’avoir
une vision d’ensemble du métabolome, de prioriser rapidement les molécules d’intérét au sein
du mélange et ainsi de cibler leur étude. Pour cela, des analyses LC-MS? sont réalisées en amont
ou en parallele du criblage primaire. La structure de la molécule dicte la maniere dont elle se
fragmente en MS? Deux molécules de structures similaires auront des spectres de
fragmentation similaires. Les données issues des analyses LC-MS? sont ensuite prétraitées grice
au logiciel MZmine et un réseau est ensuite généré via les outils de la plateforme GNPS (30)
ou du logiciel MetGem (31). En s’inspirant des constellations qui assemblent des groupes

d’étoiles dans le ciel, des réseaux sont constitués de clusters d’ions, chaque ion étant représenté
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par une perle (ou node). En réalité, un spectre de fragmentation MS? d’un ion parent détecté
dans ’analyseur est associé a chaque node. Selon la valeur de cosine score, qui représente un
indicateur de similarité structurale calculé entre deux nodes, des liens pourront étre créés entre
deux nodes s’ils présentent une structure semblable. Ainsi, des constellations (encore appelées
clusters), que I’on peut assimiler a une classe chimique sont formées (30).

Dans cette étude, afin de comparer le contenu moléculaire des différentes especes du
genre Clausena criblées préalablement, un réseau moléculaire a été généré a 1’aide des analyses
de LC-MS? de 11 extraits différents. Etant donné qu’un seul des onze extraits avait montré une
activité inhibitrice sur HCoV-229E, I’idée était de vérifier si un ou plusieurs clusters d’ions
spécifiques étaient associés a cet extrait actif. Ainsi, selon la méthodologie proposée par Olivon
et al (ACS Chem. Biol. 2017) un isolement « masse-guidé » des composés susceptibles d’étre

responsables de 1’activité biologique observée a pu étre réalisé (32) (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma illustrant la priorisation des produits naturels bioactifs a 1'aide de
réseaux moléculaires multi-informationnels (Olivon et al., ACS Chem. Biol. 2017)
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2. Publication d’un article scientifique

2.1. Présentation
L’article scientifique intitulé « New Phenolic Lipids from the Leaves of Clausena
harmandiana Inhibit SARS-CoV-2 Entry into Host Cells » été publié le 14 juillet 2023 dans le
journal « Molecules ». Les résultats ainsi que les matériels et méthodes y sont détaillés.

L’aboutissement des travaux menés est le fruit de la collaboration de divers partenaires :

Matiere premiére végétale

VAST
Institut de Biochimie Marine,
de I’Académie de Science et Technologie du Vietnam (VAST)

Criblage Analyses LC-MS?
CIIL -/
; .:ij b
Centre d’Infection et d’Immunité de Lille (CIIL), Institut Jean-Pierre Bourgin (IJPB)
de I'Institut Pasteur de Lille, (Université de Lille) AgroParisTech, INRAE,

\ de I’Université Paris-Saclay

Etude chimique

Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN-CNRS)

!

Etude biologique
sur HCoV-229E

PIMIT

Unité Mixte Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical (PIMIT),
de I’Université de la Réunion

sur SARS-CoV-2

CIIL
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2.2.Résumé

La pandémie de COVID-19, induite par la propagation du SARS-CoV-2, a souligné
I’impérieuse nécessité de disposer d’antiviraux puissants contre les coronavirus. Dans le but
d’identifier de nouveaux inhibiteurs du SARS-CoV-2, un criblage de 824 extraits préparés a
partir de diverses parties de 400 especes végétales appartenant aux familles des Rutaceae et des
Annonaceae a été réalisé a l'aide d'un test cellulaire d’inhibition du HCoV-229E. En raison de
son activité importante, I'extrait d'acétate d'éthyle de feuilles de Clausena harmandiana a été
sélectionné pour des investigations chimiques et biologiques plus approfondies. La construction
d'un réseau moléculaire a partir des analyses LC-MS? des extraits acétate d’éthyle de Clausena
spp. et le fractionnement « masse-guidé », ont abouti a I’isolement et a I’identification de trois
lipides phénoliques non décrits (1-3). Leurs structures ont été déterminées par analyse
spectroscopique. Les configurations absolues des composés 1 et 2 ont été¢ déterminées par la
méthode de Mosher. A notre connaissance, il s'agit de la premiére description de lipides
phénoliques au sein du genre Clausena. Les tests MTS ont montré que les trois composés testés
ont une cytotoxicité dose-dépendante avec une concentration cytotoxique a 50 % (CCso) de 1.5,
0.5 et 0.9 uM pour 1, 2 et 3, respectivement. L'activité antivirale contre le SARS-CoV-2 a
ensuite été montrée, avec des valeurs de Clso de 0,20 et 0,05 uM pour les composés 2 et 3,
respectivement. Le mécanisme d'action étudié plus en détail, a révélé que les composés 2 et 3
sont tous deux des inhibiteurs de 1’entrée du coronavirus en agissant directement sur la particule
virale. Les lipides phénoliques de Clausena harmandiana pourraient étre une source de

nouveaux agents antiviraux contre les coronavirus humains.

2.3. Manuscrit publié
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Abstract: Induced by the spread of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
the COVID-19 pandemic underlined the clear need for antivirals against coronaviruses. In an effort
to identify new inhibitors of SARS-CoV-2, a screening of 824 extracts prepared from various parts
of 400 plant species belonging to the Rutaceae and Annonaceae families was conducted using a
cell-based HCoV-229E inhibition assay. Due to its significant activity, the ethyl acetate extract of the
leaves of Clausena harmandiana was selected for further chemical and biological investigations. Mass
spectrometry-guided fractionation afforded three undescribed phenolic lipids (1-3), whose structures
were determined via spectroscopic analysis. The absolute configurations of 1 and 2 were determined
by analyzing Mosher ester derivatives. The antiviral activity against SARS-CoV-2 was subsequently
shown, with IC5, values of 0.20 and 0.05 uM for 2 and 3, respectively. The mechanism of action was
further assessed, showing that both 2 and 3 are inhibitors of coronavirus entry by acting directly on
the viral particle. Phenolic lipids from Clausena harmandiana might be a source of new antiviral agents
against human coronaviruses.

Keywords: Clausena harmandiana; phenolic lipids; antiviral activity; coronavirus

1. Introduction

In late 2019, a new coronavirus named SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syn-
drome CoronaVirus 2) emerged in Wuhan, China, causing a global pandemic. Those with
COVID-19 present symptoms of viral pneumonia, and the virus can cause fatal respiratory
illness [1]. This novel coronavirus disease spread rapidly around the world, affecting tens
of millions of people. Although vaccines have been developed, safe and efficient antiviral
treatments are still needed to control the emergence of such viruses.

Recently, with the aim of discovering new antiviral agents, we have developed a
molecular networking-based strategy that revolves around deciphering the relationship
between spectral networks and biological activities and further exploiting such a relation-
ship to prioritize the isolation of bioactive natural products [2—4]. In the present study, this
approach allowed us to target the isolation of specific compounds from the ethyl acetate
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(EtOAC) extract of the leaves of Clausena harmandiana (associated with a strong inhibition of
HCoV-229E replication).

Clausena harmandiana (Pierre) Pierre ex Guillaumin is a plant that belongs to the Ru-
taceae family and was harvested in north Vietnam. It is a small evergreen tree called
“Song Fa” in Thai and is widely distributed in Southeast Asia. It is used in traditional
medicines to relieve stomachache, headache, fever, eye-pain, and flatulence [5]. The major
compounds found in its roots, root bark, stem bark, twigs, and fruit are carbazole alkaloids
and coumarins [5]. Biological studies have shown that these types of molecules have antivi-
ral properties against herpes simplex virus, hepatitis C virus, human immunodeficiency
virus, human cytomegalovirus [6], influenza viruses, Enterovirus 71, coxsackievirus A16,
dengue virus, and chikungunya virus [7]. They are also known for their cytotoxicity against
several cancer cell lines [8] and their antibacterial, antifungal, and anti-malaria activity [9].

The present study describes the construction of a molecular network from LC-MS?
analyses of EtOAc Clausena spp. extracts, as well as mass spectrometry (MS)-guided
isolation, structure elucidation, and the cytotoxic and antiviral (HCoV-229E and SARS-CoV-
2) activities of three phenolic lipids (1-3) newly described from C. harmandiana. To the best
of our knowledge, this is the first report on the phenolic lipids found in the genus Clausena.

2. Results and Discussion

Within a project aiming to investigate the potential antiviral activity of medicinal
plants belonging to the Rutaceae and Annonaceae families, a total of 824 EtOAc plant
extracts previously filtered on polyamide cartridge were screened for the inhibition of
Human alphacoronavirus (HCoV-229E) as a coronavirus model. Huh-7 cells and Huh-7-
TMPRSS2 cells were infected with a recombinant molecular clone expressing the luciferase
gene reporter HCoV-229E-Luc, which allowed for rapid screening of the several hundred
plant extracts. The collection of Rutaceae evaluated included eleven extracts from different
plant parts of three species of the genus Clausena. Of these, only the crude EtOAc extract of
the leaves of C. harmandiana showed potent antiviral activity; therefore, the crude EtOAc
extract was selected for further chemical and biological investigations.

All Clausena extracts were profiled by LC-HRESIMS? as previously described [2-4].
Briefly, the samples were analyzed using a data-dependent acquisition mode. The resulting
spectral data were preprocessed via MZmine 2 [10] and structured into molecular net-
works [11] using Metgem [12] (Figure 1A). The color code indicates which extract(s) each
ion comes from. A cluster quasi-specific to the leaf extract of C. harmandiana (Figure 1B, in
red) was highlighted. As the only active extract, the compounds corresponding to these
ions were most likely responsible for the antiviral activity. Therefore, they were subjected
to targeted isolation. The EtOAc crude extract was first subjected to silica gel flash column
chromatography, yielding 11 fractions (F1-F11); subsequently, the fractions were analyzed
using LC-HRESIMS. F4 were shown to contain compounds corresponding to the cluster of
interest and, with an ICs value of 0.06 ug/mL, displayed strong anti-HCoV-229E activity.
From this fraction, C-18 column chromatography afforded the three undescribed phenolic
lipids (referred to here as phenolic lipids 1-3, the structures of which are shown in Figure 2).

2.1. Structural Elucidation

Compound 1 was obtained as a gray amorphous powder. Its molecular formula was
defined as C24H;49O3 by HRESIMS at m/z 359.2931 [M-H,O + H]" (Calcd. for [C24H3902]",
359.2950), thus requiring five double bond equivalents. The "H-NMR spectrum of 1 (Ta-
ble 1) showed aromatic resonances for a 1,2,4-trisubstituted benzene ring [dy 6.77 (1H, d,
] =8.5Hz, H-6),6.60 (1H, dd, | = 2.7, 8.5 Hz, H-5), 6.54 (1H, d, ] = 2.7 Hz, H-3)], resonances
for a methyl group at dy; 0.90 (triplet, CH;-18'), a saturated carbon chain (9 1.25-1.28),
and two olefinic protons at dy 5.36, suggesting the presence of an unsaturated alkyl chain.
Analysis of the "H-'H COSY spectrum revealed structural fragments from C-1’ to C-4'
and C-12 to C-18' (Figure 3). The signal at 9y 2.01 ppm corresponded to H-13' and H-16/,
the four protons adjacent to the double bond, and the signals observed as multiplets at
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9y 2.75 and 3.96 were allocated to Hy-1' and H-2', respectively. The '*C-NMR spectrum
(Table 1) of compound 1 combined with HSQC spectrum showed carbon resonances for
three non-protonated carbons—C-2, C-4, and C-1—at d¢ 126.9, 149.4, and 149.6, respectively.
This spectrum also showed six methines (d¢ 74.9, 115.1, 118.2, 118.4, 130.0, and 130.5), one
methyl carbon at d¢- 14.2, and several methylenes at 23.0-30.0 ppm. Analysis of these data
suggested that the structure of 1 had an aromatic ring substituted by two hydroxy groups
and a linear alkyl side chain bearing one hydroxy group and one double bond.
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Figure 1. (A) Molecular network generated from LC-HRESIMS? analysis of 11 EtOAc Clausena spp.
extracts (self-loop nodes were removed from the network). (B) Detection of a cluster of ions specific
to the active leaf extract of Clausena harmandiana (in red). Targeted isolation of compounds 1-3.

------------

Figure 2. Chemical structures of phenolic lipids 1-3.
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Table 1. 'H NMR (300 MHz) and 13C NMR (75 MHz) of compounds 1-3 in CDCl; (1 and 2) and
acetone-d6 (3).

1 2 3
No. J e JH ) e JH J e JH
1-OH 1496 - 149.6 - 149.6 -
2 1269 - 127.0 - 127.5 -
3 1184 6.54(d, ] =27) 1184 654(d, ] =29) 118.6 663(d,]=27)
4-OH 1494 - 1493 - 150.8 -
5 115.1 6.60 (dd, | =2.7,8.5) 115.1 6.61(dd, ] =2.9,85) 1145 6.58(dd, ] =2.7,85)
6 1182 6.77 (d, ] = 85) 118.2 6.78(d, | = 8.5) 117.3 6.67 (d,] =85)
2’ 392 2.75 (m) 392 2.75 (m) 398 2.75 (m)
2 749 3.96 (m) 749 3.96 (m) 733 3.95 (m)
3 373 1.50 (m) 373 1.50 (m) 376 1.52 (m)
'y 26.0 1.37 (m) 26.0 1.35 (m) 262 1.40 (m)
5'-12 29.6-30.1 1.25-1.28 29.7-30.1 1.27-1.29 29.1-30.1 133
13 27.6 2.01 (m) 273 2.02(m) 30.1 1.33
14 1305 5.36(t, ] =54) 130.2 5.35(t, ] = 4.6) 30.2 133
15’ 130.0 536(t, ] =54) 130.2 5.35(t, ] = 4.6) 30.2 1.33
16’ 29.6 2.01 (m) 275 2.02 (m) 324 1.33
17 232 1.37 (m) 323 1.32(m) 23.1 133
18 14.2 0.90 (t) 27 1.32(m) 14.1 0.92(t)
19 143 0.90 (1)

OH 3

Figure 3. Key '"H-"H COSY (in bold) and HMBC (blue arrows) correlations of compounds 1-3.

The positions of the three hydroxy groups at C-1, C-4, and C-2’ and the double bond
at C-14'/C-15" were confirmed by 2D NMR analyses (Figure 3). The para position of
phenol groups was confirmed from the HMBC correlations from H-1' (94 2.75) to C-3 (¢
118.4); and H-3 (9 6.77) to C-1" (d¢ 39.2). In addition, the chemical shift values of the
aromatic carbons are similar to those reported in the literature for close analogues [13]. The
stereochemistry at the double bond between C-14" and C-15" was assigned as Z on the basis
of allylic carbon resonances at d¢ 27.6 and 29.6 ppm (C-13' and C-16') [14] and to similar
values of coupling constants of structurally close alkenylresorcinols [15].

Due to the specific rotation value of 0 for compound 1, we initially assumed that this
compound could be a racemic mixture. However, it has been reported in the literature that
choerosponols B and C, which possess similar planar structures and [«]p values of 0, are
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enantiomerically pure [16]. Thus, to establish the absolute configuration of compound 1,
Mosher ester derivatization experiments were performed [17]. The secondary alcohol was
converted into the (S)- and (R)-MPTA esters (1a and 1b) following the procedure described
in Brel et al. [18]. Based on the AJ (d5-dg) values of both MPTA esters (Figure 4), the R
absolute configuration of C-2’ was determined.

OH

-0.028 +0.102 ‘.\"‘

OH

1a: R = (S)-MTPA
1b : R = (R)-MTPA

Figure 4. Aé values (ppm) for (S)- and (R)-MTPA esters of compounds 1a and 1b.

Compound 2 possessed a molecular formula of C25Hy203 as deduced from HRESIMS
atm/z 373.3112 [M-H,0O + H|* (Calcd. for [C24H3902]*, 373.3107). NMR data were almost
the same to those of 1 but suggested the presence of one additional methylene. Indeed,
the *C-NMR spectrum (Table 1) showed an extra carbon at 32.3 ppm. Its position was
determined thanks to HMBC correlations (Figure 3) from H-17' (9 1.32) to C-18' (9¢ 22.7)
and C-16’ (d¢ 27.5). As for compound 1, the configuration of the double bond was assigned
as Z, with allylic carbon at ¢ 27.3 and 27.5 (C-13' and C-16') and a coupling constant of
4.6 Hz. The analysis of the Mosher esters determined the absolute configuration of C-2" as
R. The chemical shift differences Ads_g of the neighboring protons were similar to those
observed for compound 1 [H-1’ (—0.027 ppm), H-3' (+0.131 ppm), H-4' (+0.064 ppm)). This
compound was assigned as (2'R)-2-[(14'Z)-2'-hydroxynonadec-14'-en-1'-yl]benzene-1,4-
diol and is the R enantiomer of choerosponol B [16].

Compound 3, (2'R)-(2-(2-hydroxyoctadecyl)benzene-1,4-diol), possessed the molecular
formula of C4H203, as deduced from conducting HRESIMS at m/z 361.3047 [M-H,O + H]*
(Calcd. for [C24H3902]%, 361.3107). The NMR data of compound 3 were almost identical
to those of 1 but without a double bond, as deduced from the absence of carbon around
130 ppm in the '*C-NMR spectrum (Table 1). Based on biogenetic considerations, the (R)
absolute configuration of C-2’ was proposed, as for compounds 1 and 2.

2.2. Cytotoxicity and H-CoV-229E Inhibition Assays

Compounds 1-3 were first evaluated for their cytotoxic activities against Huh7, a
human hepatocyte cell line. All compounds showed cytotoxic activities in the micromolar
range (CCs, between 0.5 and 1.3 uM) (Table 2). The maximum non-toxic concentration
that provides more than 95% viability was 0.25 uM for all three tested compounds. This
concentration was then used as the highest concentration for antiviral assays. Thus, to
assess whether compounds 1-3 exert antiviral activity against HCoV-229E, Huh?7 cells
were infected with the recombinant molecular clone of HCoV-229E that expresses the
luciferase (HCoV-229E-Luc) at the MOI of 0.5 in the presence of different concentrations
(serial dilution starting from 0.25 uM) of each compound throughout the infection [19]. The
results indicated that compound 1 showed no antiviral effect at non-cytotoxic doses, while
compounds 2 and 3 exert dose-dependent antiviral activity at non-cytotoxic concentrations,
with ICsp values of 0.1 and 0.05 uM, respectively, resulting in a selectivity index (SI) of 5
and 16 for 2 and 3, respectively (Table 2).
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Mitochondrial activity
(% of con¥rol)

cp 8 & § 8
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Table 2. Cytotoxicity and antiviral activity against HCoV-229E of 1, 2, and 3.

Compound CCsp (uM) * ICsp (uM) ® SI¢
1 1.30 £ 0.10 na -
2 0.50 + 0.05 0.10 £ 0.03 5
3 0.80 + 0.10 0.05 + 0.04 16

Cytotoxic concentration (CCs) and inhibitory concentration (ICs) were obtained by performing nonlinear regres-
sion followed by the construction of the sigmoidal concentration-response curves from Figure 4. * Concentration
inhibited cell viability by 50%; ® Concentration inhibited infection by 50%; © Selectivity index (CCs/ICx). na:
non active.

2.3. Cytotoxicity and SARS-CoV-2 Inhibition Assays

Prior to the assessment of their antiviral activity against SARS-CoV-2, the cytotoxicity
of compounds 1-3 was determined against Vero-E6 cells (Figure 5A). MTS assays showed
that all tested compounds exert similar dose-dependent cytotoxicity on Vero-E6 cells with
50% cytotoxic concentration (CCsg) values of 1.5 + 0.20, 0.5 = 0.08, and 0.9 = 0.20 uM for
1, 2, and 3, respectively (Figure 5A). Then, the antiviral activity of the three compounds
was evaluated against SARS-CoV-2 in Vero-E6 cells. For this, Vero cells were infected
with the pandemic strain of SARS-CoV-2 at an MOI of 0.1 for 48 h in the presence of
different non-cytotoxic concentrations of the compounds (Figure 5B). The results showed
that only 2 and 3 exert dose-dependent antiviral activity against SARS-CoV-2 at non
cytotoxic concentrations (Figure 4B), with ICsg values of 0.20 £ 0.06 and 0.05 £ 0.03 uM,
respectively. The selectivity index (SI) values—2.5 and 18 for 2 and 3, respectively—are
similar to those obtained with HCoV-229E. Taken together, these results showed that3 is a
strong inhibitor of SARS-CoV-2 infection.

B.
—— 1 1204 —
--— 2 —— 2
-3 % had ——3
804
i .
3s
3!’.40-
®© 201
) § 5 .
1 10 100 000t 00t 01 1
Concentration (uM) Concentration (pM)

Figure 5. Compounds 2 and 3 exert antiviral activity against SARS-CoV-2 at non-cytotoxic concen-
trations. (A) Vero-E6 cells were treated with two-fold serial dilutions (25 to 0.02 uM) of 1, 2, or 3
for 48 h. Cell viability was evaluated through MTS assay. The results are means £ SD of three
independent experiments and are expressed as relative value compared to the Mock-treated cells.
(B) Vero-E6 cells were infected with SARS-CoV-2 at an MOI of 0.1 in the presence of different non-
cytotoxic concentrations (0.25 to 0.01 uM) of each compound for 48 h, after which cells were fixed
for 20 min with 3.7% PFA. Cells were then rinsed with PBS and processed for flow cytometric assay.
Data are expressed relative to the Vehicle. The results are expressed as means = SD of the three
independent experiments.

2.4. Characterization of the Antiviral Mechanism of Action of Compounds 2 and 3

To gain insights into the mechanism of action of 2 and 3 against coronaviruses, different
experimental approaches were performed during HCoV-229E infection. Compounds were
added at different stages of the viral replication cycle. To assess the impact on viral entry
stage, HCoV-229E and compounds 2 and 3 were simultaneously co-added to the cells for
1 h (Figure 6A). Isoquercitrin (Q3G), which is known to inhibit the endocytic pathway,
was used as a positive control [20], and compound 1 served as a negative control. To
investigate whether 2 or 3 interfere with HCoV-229E replication, cells were first challenged
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with HCoV-229E for 1 h and then treated with 2 or 3 (Figure 6A). Remdesivir, which is
known to inhibit virus replication, was used as a positive control [21].

A.
Infection Wash
37°C.1h VY asrcun
oo e | o
Infection Wash
\ 4 37°C.1h 37°C.11h
Cells + drugs + HCoV-229E [ Cells >| Entry |
Infection Wash
\ 4 37°C.1h VY srcaun
| Cells + HCoV-229E | Cells + drugs
B.
120-
%100-
2 I Mock-treated
8 801 -1
§ -2
$ 604 3
3 40 W Q3G
g M Remdesivir
& 204

Throughout Entry Replication

Figure 6. Compounds 2 and 3 inhibit HCoV-229E entry in human cells. (A) Schematic representation
of time-of-drug addition approach performed to characterize the mechanism of action of compounds
2 and 3 (0.2 uM) in HCoV-229E-Luc-infected Huh?7 cells. Q3G (25 uM) and Remdesivir (0.1 uM) were
used as positive controls. Blue arrows indicate the presence of compounds. (B) Results of Luciferase
activity in HCoV-229E-infected Huh?7 cells under different conditions presented in panel A. The
results are means + SD of the three independent experiments and are expressed as relative value
compared to the Mock-treated cells (Black column). One-way ANOVA and Dunnett’s test were used
for statistical analysis (*** p < 0.001; n.s. = not significant).

Our data showed that no inhibition of infection was observed when 2 or 3 were added
after virus inoculation, suggesting that 2 and 3 do not affect the virus replication step,
unlike remdesivir (positive control), which strongly inhibited viral replication (Figure 6B).
In contrast, strong inhibition of infection was noticed when 2 and 3 were present during
the virus entry step (Figure 6B), as well as the positive control Q3G. Taken together, these
results suggest that 2 and 3 act as virus entry inhibitors.

To further elucidate the underlying mechanism of antiviral action, we investigated
whether 2 and 3 target the virus or the cells. HCoV-229E particles were pre-incubated with
2 0r 3 (0.2 uM) for 1 h and then diluted 20-fold prior to infection to reach a concentration of
0.01 uM for inoculation (Figure 7A), a concentration that does not inhibit HCoV-229E-Luc
infection for both 2 and 3 (as shown above). Compound 1 was used as a negative control.
In parallel, Huh7 cells were infected with HCoV-229E-Luc and subsequently treated with
0.2 and 0.01 uM of 2 or 3, serving as controls (Figure 7B). Phospholipase (PLA2), which
is known to have broad-spectrum virucidal activity, was used as a positive control [22].
The results clearly indicated that when HCoV-229E-Luc was pre-incubated with2or3 ata
high concentration (0.2 uM) before infection at a low concentration (0.01 uM), the antiviral
activity was much stronger than when infection was performed in the presence of 0.01 uM
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of 2 or 3 without pre-incubation (Figure 7B). Compounds 2 and 3 were able to inhibit the
infection up to 60 and 80%, respectively, as well as PLA2, which inhibited 90% of infection
(Figure 7B). Taken together, these results suggest that 2 and 3 inhibit HCoV229E entry by
acting directly on the viral particle.

A. Infection Wash

37°C.1h \ 37°C.1h \ /

37°C.11h
Virus + drugs |__Cessmcov2zee | Cels > u“."'m""m

Relative Luciferase activity (%)

o

SARS-CoV-2 residual infectivity PFUmML)

—-
x
—-
o

Mock-treated 1 2 3 PLA2

Figure 7. Compounds 2 and 3 inhibit viral entry by a direct action on the viral particle. (A) Schematic
representation of free-virus particle assay to characterize the virucidal or virostatic effect of 2 and
3 (0.2 uM) against HCoV-229E-Luc. PLA2 (5 ug/mL) was used as a positive control. The amount
of virus used for inoculation was identical for the different conditions; (B) Huh7 cells were infected
with HCoV-229E-Luc in the presence of 0.2 or 0.01 uM of 2 or 3 or with HCoV-229E-Luc previously
treated with 0.2 uM of 2 or 3 and then diluted 20 times, leading to a concentration of 0.01 uM of 2 or
3 for the incubation period (0.2 uM to 0.01 uM: 0.2 uM > 0.01 uM). At 12 h post-infection, the cells
were lysed, and Luciferase activity was quantified. (C) SARS-CoV-2 inoculum was pre-incubated for
1 hwith1, 2, or 3 (0.2 uM) or 0.01% DMSO for the Mock-treated cells. PLA2 (5 ug/mL) was used as a
positive control; The residual of infectivity was titrated on Vero-E6 cells. The results are means + SD
of three independent experiments and are expressed as relative value compared to the Mock-treated
cells. One-way ANOVA and Dunnett’s test were used for statistical analysis (*** p <0.001; ** p < 0.01;
ns. = not significant).
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To assess whether the antiviral activity of 2 and 3 against SARS-CoV-2 is also at-
tributable to their ability to inhibit virus infectivity by acting directly on the virus particle,
a residual infectivity assay was carried out. SARS-CoV-2 virus particles were incubated
with 2 or 3 (0.2 uM). Compound 1 (0.2 uM) and PLA2 (5 ug/mL) were used as negative
and positive controls, respectively. After 1 h of incubation, titration of residual infectivity
showed that compounds 2 and 3 were able to decrease viral progeny up to 1 log as well
as the positive control. Compound 3 appears to be the most effective at a non-cytotoxic
dose of 0.2 uM, where the molecule is able to significantly inhibit SARS-CoV-2 infectivity
by more than 1 log. These results suggest that compounds 2 and 3 possess antiviral activity
against SARS-CoV-2 by acting directly on the virus particle.

From a structural standpoint, compounds 1-3 are monosubstituted hydroquinone
and belong to a large family of phenolic lipids. They are structurally very similar to
choerosponols B and C isolated from Choerospondias axillaris, an Anacardiaceae native
to Nepal [16]. They all possess a C-2" hydroxylated unsaturated (1 and 2) or saturated
(3) alkyl side chain, which only differs in the number of carbons: 18 for 1 and 3; 19 for 2. As
choerosponols and with ICs, values in the micromolar range, compounds 1-3 exhibited
strong cytotoxic activities on different cell lines. In contrast, only compounds 2 and 3
exert strong antiviral activities against HCoV-229E and SARS-CoV-2 viruses; compound 1
shows no antiviral activity. While the presence of a double bond in the C-14' position of the
alkyl side chain of compound 1 could explain the activity difference between compounds
1and 3, it cannot explain the difference regarding compound 2, which only possesses an
additional methylene group on the alkyl chain. Therefore, the discrepancy between the
antiviral activity of 1 and 2 is difficult to explain rationally, and further studies are needed
to explain it better.

Multi-informative molecular networks, which compare taxonomically related samples,
are a highly useful approach for highlighting a chemical family of interest within a bioactive
extract. In the present study, we used molecular networks in conjunction with biological
data, which enabled us to directly target the isolation of two compounds with strong
antiviral activities.

3. Materials and Methods
3.1. Plant Material

The leaves of Clausena harmandiana were collected in Hoa Binh, Mai Chau, Vietnam,
in April 1996 and identified by Dr. Nguyen Cuong. A voucher specimen (VN-0081) was
deposited at the Institute of Ecology and Biological Resources, Vietham Academy of Science
and Technology (VAST), Hanoi.

3.2. Phytochemical Analysis—General Experimental Procedures

Optical rotations were measured at 24 °C on an MCP 300 polarimeter (Anton Paar, Les
Ulis, France). UV spectra were recorded using a Varian Cary 100 UV-vis spectrophotometer.
IR spectra were recorded using a PerkinElmer BX FT-IR spectrometer. All NMR spectra
were recorded using a 300 MHz instrument (Avance 300, Bruker, Wissembourg, France).
Chemical shifts (relative to CDCl; or acetone for 3) are in ppm, and coupling constants
(J) are in Hz. The multiplicity of signals is reported as follows: s, singlet; d, doublet;
dd, doublet of doublets; t, triplet; m, multiplet. HR-ESI-MS were run on an ESI-TOF
spectrometer (LCT, Waters, Guyancourt, France). Nucleodur analytical and preparative
C-18 columns (250 mm x 4.6 mm and 250 mm x 21 mm; 5 um Macherey-Nagel, Hoerdt,
France), were used for preparative HPLC separations using a Waters autopurification
system equipped with a sample manager (Waters 2767), a column fluidics organizer, a
binary pump (Waters 2525), a UV-Vis diode array detector (190-600 nm, Waters 2996),
and a PL-ELS 1000 ELSD Polymer Laboratory detector. A prepacked puriFlash (Intershim,
Montlugon, France) silica cartridge was used for flash chromatography using a Combiflash
Rf 200i (Teledyne Isco, Lincoln, NE, USA). For thin-layer chromatography (TLC), pre-coated
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silica gel 60 F254 (0.25 mm, Merck, Saint Quentin Fallavier, France) plates were used. All
other chemicals and solvents were purchased from Carlo Erba (Val de Reuil, France).

3.3. Extraction and Isolation

Dried leaves of C. harmandiana (150 g) were extracted with EtOAc (3 x 200mL, 1 h
each at room temperature). The EtOAc solutions were combined and evaporated to dryness
under reduced pressure to give a crude residue (1.2 g). This residue was subjected to flash
chromatography over silica gel and eluted with a gradient of Heptane-EtOAc (90:10 to
0:100) then EtOAc-MeOH (95:5 to 80:20) to yield 11 fractions (F1-F11). F4 (151 mg) was
further purified by preparative HPLC (C-18 column, Nucleodur, 250 mm x 21 mm, 5 um,
CH3CN-H,0 90:10 + 0.1% formic acid at 21 mL/min) to yield compounds 1 (34.0 mg;
tg 13.6 min), 2 (63.3 mg; tg 17.4 min), and 3 (10.6 mg; tg 23.4 min).

3.3.1. (2'. R)-2-[(14'Z)-2'-Hydroxyoctadec-14"-en-1"-yl|benzene-1,4-diol (1)

Gray amorphous powder. [a(],z)4 %+ 0.0 (¢ 1, CHCl3); UV (MeOH) Apax (log €), 294 nm
(3.7), 202 nm (4.5); IR vpmay 3190, 2919, 1458, 1195, 1012, 812, and 722 cm ™~ '. HRESIMS m/z:
359.2931 [M-H,O + H]* (Calcd. for CayHz90,*, 359.2950). "H-NMR (CDCls, 300 MHz) and
BC-NMR (CDCl3, 300 MHz); see Table 1.

3.3.2. (2. R)-2-[(14'Z)-2'-Hydroxynonadec-14'-en-1'-yl]benzene-1,4-diol (2)

Beige amorphous powder. [a]%,‘ + 0.0 (¢ 1, CHCl3); UV (MeOH) Ay (log €), 293 nm
(3.1), 201 nm (3.9); IR vpmax 3355, 2920, 1451, 1197, 1101, 814, and 721 cm~*. HRESIMS m/z:
3733112 [M-H,0 + H]* (Caled. for CasHy 0%, 373.3107). 'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) and
BC.NMR (CDCl3, 300 MHz); see Table 1.

3.3.3. (2. R)-(2-(2-Hydroxyoctadecyl)benzene-1,4-diol) (3)

Beige amorphous powder. [a']g +2.0(c 1, acetone); UV (MeOH) Apay (log €), 294 nm
(3.5), 202 nm (4.3); IR vy 3181, 2918, 1463, 1206, 1101, 822, and 719 cm . HRESIMS m/z:
361.3047 [M-H,O + H]* (Calcd. for CgHy1 02, 361.3107). "H-NMR (Acetone-d6, 300 MHz)
and "*C-NMR (Acetone-d6, 300 MHz); see Table 1.

3.4. Preparation of (S)-MTPA and (R)-MTPA Esters of 1 and 2

In an NMR sample tube, 1.0 mg of dimethylaminopyridine (DMAP) was added
to 1.0 mg of compound 1 or 2. Additionally, 9 uL of pyridine-ds and 600 uL of CDCl3
were added to the mixtures. Then, (R)-MTPA chloride (5 uL, 27 umol) was added. The
resultant reaction mixtures were stirred at RT for 2 h to produce (S)-MTPA esters 1a and
2a. The identical procedure was carried out to obtain the (R)-MTPA esters 1b and 2b from
(S)-MTPA chloride.

(S)-MTPA Ester (1a). "H NMR (500 MHz, CDCl;): 0.91 (3H, t, H-18'), 1.34 (2H, m,
H-17'),2.02 (4H, m, H-13/, H-16'), 1.27 (16H, m, H-5'-12), 5.36 (2H, m, H-14', H-15'), 2.67
(2H, m, H-1"), 5.21 (1H, m, H-2'), 1.46 (2H, m, H-3'), 1.21 (2H, m, H-¢'), 3.25, 3.43 (3H, 5,
MTPA-OCH3).

(R)-MTPA Ester (1b). "H NMR (500 MHz, CDCl3): 0.91 (3H, t, H-18'), 1.34 2H, m,
H-17), 2.02 (4H, m, H-13', H-16'), 1.27 (16H, m, H-5'-12’), 5.37 (2H, m, H-14', H-15'), 2.70
(2H, m, H-1"), 522 (1H, m, H-2) 1.35 (2H, m, H-3'), 1.15 (2H, m, H-4'), 3.26, 343 (3H, s,
MTPA-OCH3).

(S)-MTPA Ester (2a). "H NMR (500 MHz, CDCl;): 0.82 (3H, t, H-19), 1.25 (4H, m,
H-17', H-18'), 1.95 (4H, m, H-13', H-16'), 1.19 (16H, m, H-5'-12’), 5.28 (2H, m, H-14', H-15),
2.58 (2H, m, H-1"), 5.13 (1H, m, H-2'), 1.37 (2H, m, H-3'), 1.13 (2H, m, H-4), 3.17,3.34 (3H, s,
MTPA-OCHj;).

(R)-MTPA Ester (2b). 'H NMR (500 MHz, CDCl3): 0.82 (3H, t, H-19'), 1.25 (4H, m,
H-17', H-18'), 1.95 (4H, m, H-13', H-16), 1.19 (16H, m, H-5'-12), 5.28 (2H, m, H-14/, H-15),
2,61 (2H, m, H-1'), 5.14 (1H, m, H-2), 1.24 (2H, m, H-3'), 1.07 (2H, m, H-4'), 3.17,3.34 (3H, 5,
MTPA-OCH3).
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3.5. Data-Dependent LC-ESI-HRMS? Analysis

LC analyses were performed using a Thermo Ultimate 3000 system equipped with
a Cortecs Cyg column (2.1 x 100 mm; 2.7 um, Waters). The mobile phase consisted of
water-acetonitrile (HyO-CH3CN) acidified with 0.1% formic acid (90:10) held for 2 min,
then a gradient from 90:10 to 0:100 in 20 min held at 0:100 for 8 min at a flow rate of
600 mein". The temperature of the column oven was set to 40 °C, and the injection
volume was set to 5 uL. LC-ESI-HRMS? analyses were achieved by coupling the LC system
to an Impact II Bruker quadrupole time-of-flight mass spectrometer (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) equipped with an ESI dual source (operating in the positive-ion mode).
Source parameters were set as follows: end plate offset—350 V, capillary voltage—4500 V,
nebulizer pressure—60 psi, drying gas flow rate—10 L.min~!, drying gas temperature—
240 °C. MS scans were operated in full-scan mode from m/z 100 to 1400 (at 6 Hz). MS! scan
was followed by MS? scans of the five most intense ions above an absolute threshold of
2000 counts. Selected parent ions were fragmented with a collision energy fixed at 30 eV and
using an m/z dependent isolation window of 2-4 amu. The mass accuracy was guaranteed
via an injection of a calibration solution from sodium formate clusters with external (at the
beginning of each run) and internal (segment 0.1 at 0.4 min of each sample) calibration by a
High Precision Calibration (HPC) equation with a maximum mass delta of 1 ppm and 7 as
the minimal number of calibration points. LC-UV and MS data acquisition and processing
were performed using DataAnalysis 4.4 software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

3.6. MZmine 2 Pre-Processing

The MS? data files were converted from the .d Agilent standard data format to the
.mzXML format using MSConvert software (part of the ProteoWizard package (Palo Alto,
CA, USA, v3)) [23]. The .d Bruker data files were converted to .mzXML format using
DataAnalysis 4.4 software. All . mzXML were then processed using MZmine 2 v53 [10].
Mass detection was conducted using a noise level of 400 counts for MS and 0 count for
MSMS dimension. The ADAP chromatogram builder was used with a minimum group
size of scans of 4, a group intensity threshold of 3000, a minimum highest intensity of 4000,
and an m/z tolerance of 15 ppm [24]. The ADAP wavelets deconvolution algorithm was
used with the following standard settings: S/N threshold = 8, minimum feature height
= 3000, coefficient/area threshold = 10, peak duration range—0.02-1.0 min, RT wavelet
range—{.01-0.07. Isotopologues were grouped using the isotopic peaks grouper algorithm,
with an m/z tolerance of 15 ppm and an RT tolerance of 0.1 min. MS? scans were paired
using an m/z tolerance range of 0.025 Da and RT tolerance range of 0.1 min. Peak alignment
was performed using the join aligner module (m/z tolerance = 15 ppm, weight form/z =1,
weight for RT =1, absolute RT tolerance = 0.1 min). The peak list was gap-filled with the
peak finder module (m/z tolerance = 5 ppm and RT tolerance = 0.05 min). Eventually, the
.mgf spectral data file and its corresponding .csv metadata file (containing RT and peak
areas) were exported using the dedicated “Export to GNPS-FBMN” built-in module [11,25].

3.7. Molecular Network Analysis

The two files mentioned above were imported into MetGem 1.3.6. [12]. MS? spectra
were window-filtered by choosing only the top ten peaks within the £50 Da window
throughout the spectrum. The data were filtered by removing all peaks in the +5 Da range
around the precursor m/z. The m/z tolerance window used to find the matching peaks
was set to 0.02 Da, and cosine scores were kept under consideration for spectra sharing
at least 4 matching peaks. The network was created where edges were filtered to have a
cosine score above 0.8. Further edges between two nodes were kept in the network only if
each of the nodes appeared in each other’s respective top 10 most similar nodes.

3.8. Cells and Culture Conditions

Human-derived hepatoma cells, Huh7 (ATCC, PTA-8561) cells, and Vero-E6 cells
were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, PAN Biotech, Aidenbach,
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Germany) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% peni-
cillin/streptomycin, and 0.1% amphotericin B (PAN Biotech). Cells were cultured at 37 °C
in 5% CO; incubator.

3.9. Viruses

Recombinant HCoV-229E-Luc expressing the luciferase gene was kindly provided
by V. Thiel [26]. SARS-CoV-2 virus was isolated in 2020 from a nasopharyngeal swab of a
COVID-19 PCR-positive patient in Reunion Island [27]. SARS-CoV-2 was propagated on
Vero-E6 cells.

3.10. Chemicals and Antibody

Q3G, PLA2 were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).
Remdesivir was purchased from Invivogen (Toulouse, France). All stock solutions were
prepared in sterile dimethyl sulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich). Monoclonal human igG1
antibody SARS-CoV-2 spike (clone H4) was purchased from Invivogen (Toulouse, France).

3.11. Cytotoxic Assays

The cytotoxicity of isolated phytocompounds were determined using an MTS [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium]-based
viability assay (CellTiter Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay from Promega,
Charbonniéres-les-Bains, France). A total of 2 x 10* Huh7 and Vero-E6 cells were seeded on
a 96-well plate and incubated with a serial dilution of phytocompounds. Forty-eight hours
after treatment, the MTS test was performed according to the manufacturer’s instructions.
Absorbance was assessed at 490 nm, and the percentage of viable cells was calculated. Dose-
response curves were established on Prism GraphPad to calculate the concentration causing
death in 50% of the cells (CCg).

3.12. HCoV-229E-Luc Infection Inhibition Assays (Screening of 824 Plant Extracts)

HCoV-229E-Luc was mixed with the plant extracts at three different concentrations
(25,10 and 2.5 pug/mL) for 10 min. Huh-7 cells and Huh-7 cells transduced with a lentiviral
vector expressing the TMPRSS2 protease gene (Huh-7-TMPRSS2 cells) were infected with
HCoV-229E-Luc at a multiplicity of infection (MOI) of 0.5 in a final volume of 50 uL for
1 h at 37 °C in the presence of the plant extracts. The virus was removed and replaced
with culture medium containing the extracts for 6 h at 37 °C. Cells were lysed in 20 uL of
Renilla lysis buffer (Promega), and luciferase activity was quantified in a Tristar LB 941
luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) using a Renilla luciferase
assay system (Promega), as recommended by the manufacturer.

3.13. HCoV-229E-Luc Infection Inhibition Assays (Evaluation of Fractions and Pure Compounds)
Huh?7 cells were treated with different concentrations of fractions or compounds
diluted in the culture medium and inoculated with HCoV-229E at a MOI of 0.5 in a final
volume of 100 uL. At 12 h post-infection, the medium was removed, and the cells were lysed
in 40 uL of Renilla luciferase buffer (Promega, E2810). Luminescence was measured using
the FLUOstar Omega spectrophotometer and by following the manufacturer’s instructions.

3.14. SARS-CoV-2 Infection Inhibition Assays

Vero-E6 cells were seeded in 24-well plates overnight before inoculation with SARS-
CoV-2 at an MOI of 0.1 in the presence of 1-3 at different concentrations for 48 h at 37 °C.
Vero-E6 cells were trypsinized and fixed for 20 min with 3.7% PFA. The cells were then
rinsed with PBS and processed for flow cytometric assay, Cytoflex (Beckman, Villepinte,
France), as previously described using monoclonal human igG1 antibody SARS-CoV-2
spike (clone H4) for 1 h, followed by a Goat anti-Human IgG Cross-Adsorbed secondary
antibody, Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), for the detection
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of infected cells. The percentage of infected cells was assessed using Cytexpert software
(version 9.00, La Jolla, CA, USA).

3.15. Virucidal Assay against SARS-CoV-2

Moreover, 25 x 10* PFU of SARS-CoV-2 were pre-incubated with the drugs in DMEM
at 37 °C for 1 h; DMSO (0.01%) was used as vehicle control. After pre-incubation, the
mixture was diluted (serial tenfold dilution) and used to infect a monolayer of Vero-E6 cells.
After incubation at 37 °C for 1 h, the infected cells were covered with 300 uL of medium
containing 1.0% carboxymethylcellulose (CMC) with DMEM + 5% FBS. The cells were
incubated at 37 °C for 3 days. Finally, the Vero-E6 cells were fixed with 3.7% PFA and
stained with Crystal violet. Plaques were counted and compared to the control.

3.16. Statistical Analysis and ICsg and CCsp Determination

Both the Cytotoxic concentrations (CCsg) and inhibitory concentrations (ICs,) were
obtained by performing nonlinear regression followed by the construction of sigmoidal
concentration-response curves. The results are means =+ SD of at least three independent
experiments performed in triplicate and are expressed as relative value compared to
untreated infected cells (Mock-treated). Statistical analyses were conducted using one-way
ANOVA. All statistical analyses were carried out using GraphPad Prism software (version
9.0; La Jolla, CA, USA). Significance levels are shown in the figures as follows: * p <0.05;
*p <0.01; *** p <0.001, **** p < 0.0001, n.s. = not significant.
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3. Discussion

L’¢tude de Clausena harmandiana a été entreprise suite aux résultats du criblage
biologique contre le HCoV-229E d’un ensemble d’extraits végétaux sélectionnés en fonction
de leur appartenance aux familles des Rutaceae et Annonaceae. Le criblage est une méthode
permettant de réaliser rapidement un grand nombre de tests d’activité in vitro et de mettre en

évidence les échantillons prometteurs.

Les réseaux moléculaires multi-informatifs, en conjonction avec des données
biologiques, ont permis de cibler directement 1’isolement de composés ayant de fortes activités
antivirales. En effet, en comparant des échantillons taxonomiquement apparentés, cette
approche permet de mettre en évidence une famille chimique d’intérét au sein d’un extrait
bioactif a un stade précoce de 1’étude. Les réseaux moléculaires multi-informatifs constituent
donc un puissant outil bio-informatique qui montre la richesse des extraits et qui permet de faire
ressortir des familles de molécules d’intérét. L’annotation du réseau donne une premiere idée

des types structuraux présents si les spectres de MS? sont disponibles dans les bases de données.

Différentes techniques chromatographiques ont par la suite été employées afin de
fractionner et purifier les extraits selon une procédure masse-guidée. Cette méthode a permis
d’accélérer le processus d’isolement en ciblant directement les fractions composées des ions
présents dans les clusters d’intérét. Ainsi, les trois composés purifiés ont été obtenus dans des

quantités suffisantes pour la suite des tests analytiques et biologiques.

L’identification structurale a permis de mettre en évidence trois composés qui n’avaient
jamais été décrits auparavant. Les composés 1 a 3 possédent tous une chaine latérale alkyle
hydroxylée en C-2’ insaturée (1 et 2) ou saturée (3), et qui différe par le nombre de carbones :
18 pour 1 et 3 ; 19 pour 2. Ce sont des hydroquinones monosubstituées qui appartiennent a la

grande famille des lipides phénoliques.

Les lipides phénoliques sont des dérivés de mono- et dihydroxybenzene (phénol,
résorcinol et hydroquinone) associés a une longue chaine aliphatique (figure 8). La présence de
régions hydrophiles (phénol) et hydrophobes (chaine alkyl) distinctes dans ces molécules leur
confére un fort caractére amphiphile. Ces composés peuvent interagir de manicre non spécifique
avec les membranes et les domaines hydrophobes des protéines. En effet, ils ont la capacité de
s’incorporer aux bicouches phospholipidiques et ainsi de faire varier leurs fonctions biologiques

et leurs propriétés biophysiques (fluidité, mobilité, perméabilité). Ils démontrent ¢galement la
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capacité de s’auto-agréger spontanément et de former des micelles et structures liposomales

(33,34).

OH OH OH OH
COOH
R HO R R R
OH
Alkylphénols Alkylrésorcinols Cycle hydroquinone Acides ginkgoliques
Cardanol : R =CI15 Cardol : R=C15

Figure 8 : Exemples de cycles phénoliques constituant les lipides phénoliques

Les lipides phénoliques posseédent des activités biologiques cytotoxiques,
anticancéreuses et antioxydantes. En effet, le cycle phénolique en fait de potentiels protecteurs
du stress oxydatif de par leur capacité a empécher les ions métaux d’initier I’oxydation, a réduire
les radicaux libres et a inhiber diverses enzymes pro-oxydantes. Les lipides phénoliques
inhibent également la croissance des bactéries, des champignons, des protozoaires et des

parasites (33,34).

Les lipides phénoliques (1-3) isolés de C. harmandiana possédent des propriétés
cytotoxiques sur les cellules Huh7 avec des CCso de 1.3, 0.5 et 0.8 uM, respectivement, et sur
les cellules Vero E6 avec des CCso de 1.5, 0.5 et 0.9 uM, respectivement. Le composé 1 ne
montre aucune activité antivirale. En revanche, les composés 2 et 3 exercent de fortes activités
antivirales contre le virus HCoV-229E avec des Clso de 0.10 et 0.05 pM, respectivement, et
contre le SARS-CoV-2 avec des Clso de 0.20 et 0.05 uM, respectivement. Le composé¢ 3
présente donc le meilleur indice de sélectivité. Plus celui-ci est ¢élevé, plus la marge

thérapeutique est importante.

Une comparaison de la structure des composés permet de discuter de potentielles
relations structure/activité (RSA). La présence d’une double liaison en position C-14 de la
chaine latérale alkyle du composé 1 pourrait expliquer la différence d’activité entre les
composés 1 et 3. Mais elle ne peut pas expliquer la différence concernant le composé 2, qui ne
posséde qu’un groupe méthyléne supplémentaire sur la chaine alkyle. Par conséquent, 1’écart
entre I’activité antivirale des composés 1 et 2 est difficile a expliquer rationnellement. D’autres

¢tudes sont nécessaires pour mieux expliquer ces relations structure/activité. Des composés
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similaires pourraient étre synthétisé€s en faisant varier la longueur de la chaine alkyle, le nombre
d’insaturations ou encore la position des groupements hydroxyles. Les tests biologiques menés
sur cette nouvelle série de molécules pourraient expliciter les RSA et permettre 1’identification

de composés plus puissants ou plus sélectifs.

L’¢étude du mécanisme d’action des composés 2 et 3 a montré qu’ils n’affectent pas la
réplication intracellulaire du HCoV-229E mais qu’ils inhibent I’entrée du virus dans la cellule.
En pré-incubant HCoV-229E avec ces composés, I’activité antivirale s’est révélée plus élevée.
I1 est donc proposé que les composés 2 et 3 ciblent directement la particule virale et non la
cellule hote. L’inhibition de I’entrée du virus dans la cellule est considérée comme une stratégie
efficace pour prévenir et traiter la COVID-19. Sachant que les lipides phénoliques ont la
capacité d’interagir avec les membranes et d’affecter la structure et 1’activité protéique grace a
leurs propriétés amphiphiles, différentes hypothéses peuvent étre émises. L’incorporation des
composés 2 et 3 au sein de I’enveloppe virale modifierait sa composition, impactant ainsi ses
propriétés biologiques et biophysiques, ce qui limiterait 1’entrée du virus dans la cellule. Les
composés 2 et 3 pourraient également agir sur la protéine S et potentiellement empécher son
clivage ou son interaction avec les récepteurs ACE2 de la cellule hote. D’autres tests sont donc
nécessaires pour préciser le mécanisme d’action de ces lipides phénoliques. Afin d’étudier les
interactions des composés avec différentes cibles de la particule virale, des études in silico

comme le docking moléculaire pourraient aussi €tre envisagées

D’autres études, réalisées elles sur I’extrait de feuilles de Ginkgo biloba, ont montré
I’intérét des lipides phénoliques comme composés antiviraux et notamment anti-SARS-CoV-2.
Parmi les composés majoritaires présents dans cet extrait, on retrouve les acides ginkgoliques
(GA) (figure 8), des lipides phénoliques semblables aux acides anacardiques des Anacardiaceae
et Myristicaceae. Ces composés ont révélé une activité inhibitrice de la protéase 3CLpro de
I’ordre du micromolaire, notamment le GA C15:0, possédant une chaine alkyle saturée a 15
carbones (Clso = 0.70 uM). Parmi les cibles thérapeutiques identifiées pour le traitement de la
COVID-19, la 3CLpro est une enzyme clé responsable de la réplication du coronavirus. Une
analyse de modélisation moléculaire a mis en évidence les interactions possibles de cette
molécule au sein de la protéase (35). Les GA sont également connus pour leur activité anti-
tumorale, antibactérienne et antivirale. Les tests effectués sur le virus de 1’herpes simplex 1
(VHS-1), le cytomégalovirus humain (CMV), le virus Zika., le VIH, le virus Ebola, le virus
influenza A et le virus d’Epstein Barr indiquent que les GA agissent comme inhibiteurs d’entrée
du virus dans la cellule (36). L’inhibition est conservée chez ces virus enveloppés qui n’ont pas
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de glycoprotéines homologues et qui utilisent des récepteurs d’entrée différents. Ainsi les GA
semblent bloquer la fusion des virus enveloppés avec la cellule hote selon un mécanisme
d’action commun. Des tests complémentaires effectués sur VHS-1 et CMV suggérent un
possible mécanisme secondaire ciblant la synthése des protéines et de I’ADN (36). Ses résultats
sont cohérents avec 1I’étude de Xiong et al. (35) qui identifie les GA comme inhibiteurs de la
réplication via la protéase 3CLpro mais aussi avec la présente étude qui révele Dactivité
inhibitrice d’entrée du virus dans la cellule d’autres lipides phénoliques.

Compte tenu de I’effet important des GA sur l’infection virale, méme apreés le début de
I’infection, ils peuvent potentiellement étre utilisés pour traiter les infections aigués. De plus,
la présence de nombreux flavonoides et terpeénes, aux propriétés anti-inflammatoires, conforte

I’idée d’évaluer I’intérét de I’extrait de G. biloba dans le traitement de la COVID-19 (37,38).
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4. Conclusion générale
THESE SOUTENUE PAR Mme CHAMBON Marion

La pandémie de COVID-19, induite par la propagation du SARS-CoV-2, a souligné la
nécessité de disposer d’antiviraux puissants contre les coronavirus. Les plantes, utilisées par
I’Homme a des fins médicinales depuis I’antiquité, sont une source d’inspiration dans la

conception de nouveaux médicaments.

En raison de son importante activité antivirale sur HCoV-229E, I’extrait acétate d’éthyle
des feuilles de Clausena harmandiana a ét¢ sélectionné pour une étude chimique et biologique
approfondie. La construction d'un réseau moléculaire, a partir des analyses des extraits de
Clausena spp. par chromatographie liquide avec spectrométrie de masse en tamdem, a permis
de cibler des composés susceptibles d’étre responsables de 1’activité biologique observée. Le
fractionnement guidé par la spectrométrie de masse, a été réalisé par chromatographie flash sur
gel de silice suivie de chromatographie liquide haute performance préparative sur colonne de
phase inverse. Il a permis d’obtenir trois lipides phénoliques non décrits dans la littérature (1 -
3). Leurs structures ont ¢té¢ identifiées par analyse spectroscopique et les configurations

absolues des composés 1 et 2 ont été déterminées par la méthode de Mosher.

La cytotoxicité des trois composés a été¢ évaluée sur cellules de foie humain (Huh?7)
indiquant une CCso allant de 0.5 & 1.3 pM. A des doses non cytotoxiques, les composés 2 et 3
exercent une activité antivirale dose-dépendante sur HCoV-229E avec des valeurs de Clso de
0.1 et 0.05 uM, respectivement, tandis que le composé 1 n’a montré aucun effet antiviral.
L’activité antivirale contre le SARS-CoV-2 a ensuite été démontrée sur cellule Vero-E6 a des

doses non cytotoxiques, avec des valeurs de Clso de 0.20 et 0.05 uM pour 2 et 3, respectivement.

Le mécanisme d’action a été investigué plus en détail, en ajoutant les composés a
différents stades du cycle de la réplication virale. Les composés 2 et 3 n’affectent pas 1’étape
intracellulaire de réplication du HCoV-229E et semblent agir comme des inhibiteurs d’entrée
du virus. Les mécanismes sous-jacents de 1’action antivirale ont été recherchés afin de
déterminer si les composés ciblent le virus ou les cellules. Les composés 2 et 3 révelent une
activité antivirale significativement plus ¢élevée lorsque les particules virales du HCoV-229E
ont été pré-incubées avec les composés. L’infectiosité de SARS-CoV-2 a également été évaluée
avec pré-incubation du virus en présence des composés 2 et 3, et montre a nouveau que tous

deux sont des inhibiteurs de I’entrée du coronavirus en agissant directement sur la particule
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virale.

Cette étude met en évidence I'intérét des lipides phénoliques de Clausena harmandiana

comme une source de nouveaux agents antiviraux contre les coronavirus humains.

D’autres études sont nécessaires pour mieux expliquer les relations structure/activité et

les mécanismes d’actions des lipides phénoliques.
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6. Annexes

Annexe 1 : Chromatogramme HPLC préparative de la fraction permettant d’isoler les

composés 1-3
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Annexe 3 : RMN 'H du composé 1 avec zoom sur la partie aromatique (CDCls, 300MHz)
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Annexe 5 : RMN HSQC édité du composé 1 (CDClz, 300MHz), avec en abscisse la RMN 'H

et en ordonné la RMN !*C. Les méthylénes sont colorés en bleu.
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Annexe 6 : RMN COSY du composé 1 (CDCls, 300MHz)
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Annexe 7 : RMN HMBC du composé 1 (CDCls, 300MHz)
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Annexe 8 : Structure des ester de Mosher et modéle pour détermination de la configuration
(OMe) (Ph) ==e===eee (R)-MTPA
L2 Ph \\OM. --------- (S)-MTPA
—4—3 .
L \( CF,
H (o]
He Hg
(OMe) (Ph) =eccecee- (R)-MTPA
° ” 0 ;r‘\>j)Mo --------- (S)-MTPA
MTPA plane
OMTPA
Cycle — CH; Chaine
(As-r négatif) ‘ (As-r positif)
H
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Potentiel thérapeutique des plantes médicinales dans la lutte contre le SARS-CoV-2 :
Etude chimique et biologique de Clausena harmandiana.

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2024, 55 p.

RESUME

La pandémie de COVID-19, induite par la propagation du SARS-CoV-2, a souligné la
nécessité de disposer d’antiviraux puissants contre les coronavirus. Les plantes, utilisées par
I’Homme a des fins médicinales depuis I’antiquité, sont une source d’inspiration dans la conception
de nouveaux médicaments.

Dans le but d’identifier de nouveaux inhibiteurs du SARS-CoV-2, un criblage de 824 extraits
végétaux, appartenant aux familles des Rutaceae et des Annonaceae, a ¢t¢ réalisée a I'aide d'un test
cellulaire d’inhibition du HCoV-229E. En raison de son activit¢é importante, l'extrait d'acétate
d'éthyle de feuilles de Clausena harmandiana a été sélectionnée pour des investigations chimiques
et biologiques.

La construction d'un réseau moléculaire, a partir des analyses LC-MS? des extraits de
Clausena spp. et le fractionnement « masse-guidé », ont abouti a I’isolement et a 1’identification de
trois lipides phénoliques non décrits (1-3). Leurs structures ont été déterminées par analyse
spectroscopique. Les configurations absolues des composés 1 et 2 ont été déterminées par la
méthode de Mosher. A notre connaissance, il s'agit de la premiére description de lipides phénoliques
au sein du genre Clausena.

Les tests de cytotoxicité ont montré que les trois composés testés ont une cytotoxicité dose-
dépendante avec une concentration cytotoxique a 50 % de 1.5, 0.5 et 0.9 uM pour 1, 2 et 3,
respectivement. L'activité antivirale contre le SARS-CoV-2 a ensuite ét¢ montrée, avec une
concentration inhibitrice a 50 % de 0,20 et 0,05 uM pour les composés 2 et 3, respectivement. Le
mécanisme d'action étudi¢ plus en détail, a révélé que les composés 2 et 3 sont tous deux des
inhibiteurs de I’entrée du coronavirus en agissant directement sur la particule virale.

Les relations structure/activité des composés 1-3 sont discutés ainsi que les propriétés physico-
chimiques et biologiques des lipides phénoliques.

Les lipides phénoliques de Clausena harmandiana pourraient donc étre une source de
nouveaux agents antiviraux contre les coronavirus humains.

MOTS CLES
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SARS-CoV-2 Lipides phénoliques
Antiviraux
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