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1. Introduction bibliographique  

1.1.  Coronavirus et pandémie de COVID-19  

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

Les coronavirus humains ((HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 et HCoV-HKU1) 

sont des pathogènes communs, saisonniers, qui infectent uniquement l’Homme au niveau des 

voies respiratoires hautes et provoquent des symptômes semblables à ceux d’un rhume (1). 

D’autres coronavirus, initialement propres au réservoir animal, ont été transmis à l’Homme. 

C’est le cas du coronavirus associé au syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) 

et de celui associé au syndrome respiratoire aigu sévère (SARS-CoV) qui ont engendré des 

épidémies dans les années 2000 (1). En décembre 2019, un nouveau coronavirus, le SARS-

CoV-2 a émergé à Wuhan en Chine. Le génome du SARS-CoV-2 possède 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 hôte et les potentiels 

hôtes intermédiaires n’ont pas été clairement identifiés. Le SARS-CoV-2 fut à l’origine de la 

COVID-19, maladie liée au coronavirus 2019. En raison de sa très forte contagiosité, il a 

engendré une pandémie. Selon l’agence nationale Santé Publique France, on dénombre un total 

de 767 518 723 cas dans le monde, dont 6 947 192 décès en juin 2023 (4). 

Les manifestations cliniques diffèrent selon l’âge. Les symptômes les plus communs 

sont la fièvre, la toux sèche, la myalgie, la fatigue, la dyspnée, l’anosmie (perte de l’odorat) et 

l’agueusie (perte du goût). On remarque parfois des augmentations des expectorations, des 

maux de tête, de l’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 aigüe qui peuvent être fatales en 

particulier chez les plus de 45 ans ou en cas de comorbidités tel que l’obésité (5). La rapide 

réplication du virus dans les poumons engendre une forte réponse immunitaire, notamment une 

tempête de cytokines, responsable des syndromes de détresses respiratoires aiguës 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 à ARN monocaténaire (sens 

positif). Le génome du SARS-CoV-2 code pour des protéines structurales, qui vont composer 

la membrane, la nucléocapside, l’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 dernières ne sont pas indispensables à la réplication, mais elles 

possèdent souvent des activités d’évasion immunitaire. L’étude du cycle de vie du virus dans 

l’organisme aide à la compréhension de la physiopathologie et met en évidence de potentielles 

cibles thérapeutiques (Figure 1). 

 

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 synthèse 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 à la cellule hôte, grâce aux glycoprotéines 

spike présentes sur l’enveloppe. Cette protéine est composée de deux sous-unités : S1 qui 
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possède le domaine de liaison au récepteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 2 

(ACE2) et S2, transmembranaire, qui permet la fusion des membranes (6). Pour cela, la protéine 

spike doit être clivée afin d’activer la sous-unité S2. Le SARS-CoV-2, comparé aux autres 

coronavirus, possède une séquence d’acides aminés basiques à 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 être effectué par d’autres protéases, les cathepsins B et 

L (CatB/L) qui permettraient d’internaliser la particule virale par endocytose. La TMPRSS2 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 hôte jouent un rôle important et sont impliqués à 

différents stades du cycle de vie du virus. Ils sont principalement composés de 

glycosphingolipides, de cholestérol, de glycosyl phosphatidyl inositol ancrés à une protéine. 

Dans le cas du SARS-CoV2, il semblerait que des microdomaines riches en cholestérol 

facilitent l’interaction entre les protéines S et ACE2 (7).  

Une fois le virus internalisé par fusion des membranes, le génome viral est libéré afin d’être 

répliqué grâce à la protéase 3-chymotrypsine-like (3CLpro) aussi appelée main protéase (Mpro) 

et à l’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp). Une fois toutes les composantes du virus 

synthétisées, elles sont assemblées. De nouvelles particules virales peuvent alors être 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 à la pandémie mondiale de COVID-19, des moyens préventifs ont été 

mis en place tels que les gestes barrières, 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 

incontrôlée de cytokines (choc cytokinique) et engendrant par la suite des lésions pulmonaires 

aigues (8). Des vaccins (Pfizer-BioNTech, Moderna, Astra Zeneca, Janssen, Novavax, Sanofi 

Pasteur) ont été développés en un temps record, afin d’immuniser les populations et de protéger 

les personnes les plus à risque : personnes âgées, obèses, immunodéprimées (9). Outre les 

vaccins classiques (vivants atténués, vivants inactivés) des vaccins innovants à ARN messager 

ont été conçus et validés. Ceux-ci sont composés d’un ARNm synthétique qui permet, une fois 

dans l’organisme, de produire la protéine S déclenchant ainsi la réponse immunitaire. 
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Des traitements sont également nécessaires afin de prendre en charge les cas de COVID-

19 potentiellement graves. À ce jour, en France les traitements antiviraux sont indiqués chez les 

patients à risque de développer des formes graves (immunodéprimées et plus de 65 ans) (10). 

Selon les recommandations de l’HAS (Haute Autorité de Santé), le Paxlovid est à utiliser en 

première 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 deuxième 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 l’évolution 

possible du SARS-CoV-2 vers une résistance au remdesivir (11). En dernier recours, le 

sotrovimab peut être employé (10). Cet anticorps monoclonal cible la protéine spike au niveau 

du domaine de liaison au récepteur (sous unité S1) afin d’inhiber l’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 l’apparition de 

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

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

Depuis l’antiquité, les plantes sont utilisées par l’Homme à 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 synthèse ou hémi-synthèse, aboutissant à 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 à partir de l’acide shikimique naturel 

issue de l’anis étoilé (Illicium verum) (12). Cette matière première étant une ressource limitée, 

l’acide shikimique est également produit par fermentation afin de répondre à 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), l’acide cannabidiolique (CBDA) et le 

CBDA methyl ester, composés produit par hémi-synthèse, 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 l’entrée du SARS-CoV-2 dans les cellules Vero 

E2 avec une CI50 de 37µg/mL pour CBGA et de 24 µg/mL pour CBDA (14). Un test similaire 

effectué dans une seconde étude a lui révélé une CI50 de 42.7µg/mL pour CBDA et de 18.4 

µg/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). Il a été montré que le CBD inhibe indirectement la réplication du SARS-CoV-2. Ce 

composé agit sur la cellule hôte en induisant un stress du réticulum endoplasmique, bloquant 

ainsi la synthèse protéique (16). 

De récentes études ont également mis en évidence, l’activité anti-SARS-CoV-2 de 

l’extrait éthanolique d’Andrographis paniculata, plante médicinale de la famille des 

Acanthaceae utilisée en médecine ayurvédique, et de son composé majoritaire, 

l’andrographolide, une lactone diterpénique. En effet, l’extrait EtOH et l’andrographolide ont 

montré une activité inhibitrice de la réplication virale dans les cellules épithéliales du poumon 

(Calu-3) avec des CI50  de, respectivement, 9.54µg/mL et 1.68µM (17). Une étude antérieure 

avait aussi montré (i) in silico, l’interaction de cette molécule avec la protéase Mpro, et (ii) in 

vitro, l’activité inhibitrice du composé sur cette même protéine avec une CI50 de 5µM (18). En 

Thaïlande, le traitement de patients covidés à un stade précoce et sans comorbidité par l’extrait 

de A. paniculata a été approuvé en 2021 (19) . Des essais cliniques tentent d’évaluer l’efficacité 

de A. paniculata comme traitement de la COVID-19, mais les premiers résultats divergent 

(20,21). 

1.2.2. Criblage d’extraits végétaux 

À l’Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN-CNRS), bon nombre de plantes 

médicinales sont également évalués pour leur potentiel thérapeutique contre les maladies 

infectieuses à l’aide de tests primaires antiviraux, antibactériens, antiparasitaires, …. Grâce aux 

partenariats développés avec certaines universités des DROM-COM ou de pays tiers riches en 

biodiversité tels que la Malaisie, le Vietnam ou Madagascar, l’ICSN mène depuis de 
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nombreuses années, des campagnes de bioprospection. Tout en respectant le protocole de 

Nagoya et APA sur l’accès 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 à partir de différentes parties d’environ 400 

espèces de Rutaceae et d’Annonaceae, ont été soumis au criblage primaire contre la réplication 

du coronavirus humain HCoV-229E par un test cellulaire in vitro. Ce virus, moins pathogène, 

sert de modèle infectieux et constitue le point de départ de l’étude sur des coronavirus plus 

virulents (SARS-CoV-2). Parmi les 824 extraits testés, onze étaient du genre Clausena, et seul 

l’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 première fois qu’une espèce 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 à la famille des 

Rutaceae, ordre des Sapindales. Cet arbuste, de 1 à 1,5 m de haut, possède 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, très ramifiées avec des fleurs sessiles assez grandes (5-6 mm de diamètre). Ces fruits 

ovoïdes, d’un diamètre de 3 à 5 mm, deviennent rouges foncés à maturité et contiennent une ou 

deux graines (22). Ils sont comestibles, tout comme les feuilles (23). Cette espèce, 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 

© Ahmad Fuad Bin Morad  © Ahmad Fuad Bin Morad 
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C. harmandiana, communément appelée « Song Fa », est utilisée dans la médecine 

traditionnelle Thaï sous forme de décoction de racines pour traiter les maux de tête, la fièvre, 

les douleurs à l’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 alcaloïdes à 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 possède des propriétés antivirales à l’encontre du cytomégalovirus 

humain, du virus de l’hépatite C, du virus de l’herpès 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 à noyau benzo-α-pyrone (Figure 5). 

Plusieurs activités antivirales ont été observées contre les virus influenza, les virus de l’hépatite 

B et C, le VIH, l’entérovirus 71, le coxsackievirus A16, et les virus de la dengue et du 

chikungunya (27).  

Des phénylpropanoïdes tels que l’harmandianone et le verimol B ont été retrouvés 

également dans les fruits (28) (Figure 6).  

L’huile essentielle obtenue à partir des feuilles, riche en monoterpènes (terpinen-4-ol, 

α-sabinene, camphene) et en phénylpropènes (anethole), a montré des propriétés antioxydantes 

et anti-inflammatoires (23,29). À l’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 R2 R3 R4 R5 R6 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 OCH3 H CHO H H OCH3 H 

Clausine C H H COOCH3 H H OCH3 H 

Clausine D OH H CHO prényl H H H 

Clausine E (Clauszoline I) OH H COOCH3 H H H H 

Clausine F OH H COOCH3 prényl H H H 

Clausine H H OCH3 COOCH3 H H OCH3 H 

Clausine K (Clauszoline J) H OCH3 COOH H H OCH3 H 

Clausine L H OCH3 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-
methoxycarbazole 

OH H CHO H H OCH3 H 

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 OCH3 H COOCH3 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 COOCH3 H H H H 

Mukonidine H OH COOCH3 H H H H 

Figure 3 : Carbazoles identifiées chez C. harmandiana 
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Girinimbine: R3 = CH3, (R1, R2= H)                                        Clauraila C: R1 = H, R2= COOCH3 
Clauraila B: R1 = OH, R3 = CH3, (R2= H)                                Clauraila D: R1 = OH, R2= CHO 
7-methoxymurrayanine: R2= OCH3, R3 = CHO, (R1= H) 
Clauraila E: R2= OH, R3 = CHO, (R1= H) 

      Harmandianamine A                  Harmandianamine B                       Clausevatine E 

                                  Clausevatine D                      Clausamine A: R = H 
                                                                                Clausanime B: R = CH3 

                                Harmandianamine C                              Clausine S 

           Dectamine: R = H                     N-Methylswietenidine B                      Dictamnine 
           γ-fagarine: R = OCH3 

Figure 4 : Alcaloïdes et carbazoles identifiés chez C. harmandiana 
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Xanthoxyletine: R1 = OCH3, R2 = R3 = H                                                           Osthole 
Dentatine: R1 = OCH3, R2 = 1,1 –diméthyl-2-propenyl, R3 = H 
Nordentatine: R1 = OH, R2 = 1,1 –diméthyl-2-propenyl, R3 = H 
Clausarine: R1 = OH, R2 = R3 = 1,1 –diméthyl-2-propenyl 

 
Figure 5 : Coumarines identifiées chez C. harmandiana 

 

1.4.  Réseaux moléculaires   

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

Networking» 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’intérêt au sein 

du mélange et ainsi de cibler leur étude. Pour cela, des analyses LC-MS2 sont réalisées en amont 

ou en parallèle du criblage primaire. La structure de la molécule dicte la manière dont elle se 

fragmente en MS2. Deux molécules de structures similaires auront des spectres de 

fragmentation similaires. Les données issues des analyses LC-MS2 sont ensuite prétraitées grâce 

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 

                       Harmandianone                                               Verimol B 

(E)-3-(2-hydroxy-4-methoxy-phenyl)propanoate:  R1 = OCH3, R2 = OH, R3 = COOCH3 
(E)-methyl p-coumarate: R1 = OH, R2 = H, R3 = COOCH3 
(E)-5-methoxy-2-(prop-1-enyl)phenol: R1 = OCH3, R2 = OH, R3 = CH3 

Figure 6 : Phénylpropanoïdes identifiés chez C. harmandiana 
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par une perle (ou node). En réalité, un spectre de fragmentation MS2 d’un ion parent détecté 

dans l’analyseur est associé à chaque node. Selon la valeur de cosine score, qui représente un 

indicateur de similarité structurale calculé entre deux nodes, des liens pourront être créés entre 

deux nodes s’ils présentent une structure semblable. Ainsi, des constellations (encore appelées 

clusters), que l’on peut assimiler à une classe chimique  sont formées (30).  

Dans cette étude, afin de comparer le contenu moléculaire des différentes espèces du 

genre Clausena criblées préalablement, un réseau moléculaire a été généré à l’aide des analyses 

de LC-MS2 de 11 extraits différents. Étant donné qu’un seul des onze extraits avait montré une 

activité inhibitrice sur HCoV-229E, l’idée était de vérifier si un ou plusieurs clusters d’ions 

spécifiques étaient associés à cet extrait actif. Ainsi, selon la méthodologie proposée par Olivon 

et al (ACS Chem. Biol. 2017) un isolement « masse-guidé » des composés susceptibles d’être 

responsables de l’activité biologique observée a pu être réalisé (32) (Figure 7). 

 

Figure 7 : Schéma illustrant la priorisation des produits naturels bioactifs à l'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 : 

 

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

 
 
 

Centre d’Infection et d’Immunité de Lille (CIIL),   Institut Jean-Pierre Bourgin (IJPB) 
de l’Institut Pasteur de Lille, (Université de Lille)            AgroParisTech, INRAE,  

      de l’Université Paris-Saclay 
 
 

 

Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN-CNRS) 

 

 
sur HCoV-229E 

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

 
sur SARS-CoV-2 

 
 

 

Criblage 

Matière première végétale 

Étude chimique 

Étude biologique 

Analyses LC-MS2 
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2.2. Résumé 

La pandémie de COVID-19, induite par la propagation du SARS-CoV-2, a souligné 

l’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 à 

partir de diverses parties de 400 espèces végétales appartenant aux familles des Rutaceae et des 

Annonaceae a été réalisé à l'aide d'un test cellulaire d’inhibition du HCoV-229E. En raison de 

son activité importante, l'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 à partir des analyses LC-MS2 des extraits acétate d’éthyle de Clausena 

spp. et le fractionnement « masse-guidé », ont abouti à l’isolement et à l’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. À notre connaissance, il s'agit de la première 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 à 50 % (CC50) de 1.5, 

0.5 et 0.9 µM pour 1, 2 et 3, respectivement. L'activité antivirale contre le SARS-CoV-2 a 

ensuite été montrée, avec des valeurs de CI50 de 0,20 et 0,05 µM 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 l’entrée du coronavirus en agissant directement sur la particule 

virale. Les lipides phénoliques de Clausena harmandiana pourraient être une source de 

nouveaux agents antiviraux contre les coronavirus humains. 

2.3.  Manuscrit publié
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3. Discussion 

L’étude 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 l’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’intérêt au sein d’un extrait 

bioactif à un stade précoce de l’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’intérêt. L’annotation du réseau donne une première idée 

des types structuraux présents si les spectres de MS2 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’intérêt. 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 à 3 possèdent tous une chaîne latérale alkyle 

hydroxylée en C-2’ insaturée (1 et 2) ou saturée (3), et qui diffère par le nombre de carbones : 

18 pour 1 et 3 ; 19 pour 2. Ce sont des hydroquinones monosubstituées qui appartiennent à la 

grande famille des lipides phénoliques.  

Les lipides phénoliques sont des dérivés de mono- et dihydroxybenzène (phénol, 

résorcinol et hydroquinone) associés à une longue chaine aliphatique (figure 8). La présence de 

régions hydrophiles (phénol) et hydrophobes (chaine alkyl) distinctes dans ces molécules leur 

confère un fort caractère amphiphile. Ces composés peuvent interagir de manière 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 également la 
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capacité de s’auto-agréger spontanément et de former des micelles et structures liposomales 

(33,34).  

 

Figure 8 : Exemples de cycles phénoliques constituant les lipides phénoliques 

Les lipides phénoliques possèdent des activités biologiques cytotoxiques, 

anticancéreuses et antioxydantes. En effet, le cycle phénolique en fait de potentiels protecteurs 

du stress oxydatif de par leur capacité à empêcher les ions métaux d’initier l’oxydation, à réduire 

les radicaux libres et à 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 possèdent des propriétés 

cytotoxiques sur les cellules Huh7 avec des CC50 de 1.3, 0.5 et 0.8 µM, respectivement, et sur 

les cellules Vero E6 avec des CC50 de 1.5, 0.5 et 0.9 µM, 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 CI50 de 0.10 et 0.05 µM, respectivement, et 

contre le SARS-CoV-2 avec des CI50 de 0.20 et 0.05 µM, 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 

chaîne 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 

possède qu’un groupe méthylène supplémentaire sur la chaîne alkyle. Par conséquent, l’écart 

entre l’activité antivirale des composés 1 et 2 est difficile à expliquer rationnellement. D’autres 

études sont nécessaires pour mieux expliquer ces relations structure/activité. Des composés 

Alkylphénols 
Cardanol : R = C15 

Alkylrésorcinols 
Cardol : R = C15 

Cycle hydroquinone 
 

Acides ginkgoliques 
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similaires pourraient être synthétisés en faisant varier la longueur de la chaîne 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 l’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 l’entrée du virus dans la cellule. 

En pré-incubant HCoV-229E avec ces composés, l’activité antivirale s’est révélée plus élevée. 

Il est donc proposé que les composés 2 et 3 ciblent directement la particule virale et non la 

cellule hôte. L’inhibition de l’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 l’activité protéique grâce à 

leurs propriétés amphiphiles, différentes hypothèses peuvent être émises. L’incorporation des 

composés 2 et 3 au sein de l’enveloppe virale modifierait sa composition, impactant ainsi ses 

propriétés biologiques et biophysiques, ce qui limiterait l’entrée du virus dans la cellule. Les 

composés 2 et 3 pourraient également agir sur la protéine S et potentiellement empêcher son 

clivage ou son interaction avec les récepteurs ACE2 de la cellule hôte. 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 être envisagées  

D’autres études, réalisées elles sur l’extrait de feuilles de Ginkgo biloba, ont montré 

l’intérêt 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 

l’ordre du micromolaire, notamment le GA C15:0, possédant une chaîne alkyle saturée à 15 

carbones (CI50 = 0.70 µM). 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 l’herpès 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 hôte selon un mécanisme 

d’action commun. Des tests complémentaires effectués sur VHS-1 et CMV suggèrent un 

possible mécanisme secondaire ciblant la synthèse des protéines et de l’ADN (36). Ses résultats 

sont cohérents avec l’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 révèle l’activité 

inhibitrice d’entrée du virus dans la cellule d’autres lipides phénoliques.  

Compte tenu de l’effet important des GA sur l’infection virale, même après le début de 

l’infection, ils peuvent potentiellement être utilisés pour traiter les infections aiguës. De plus, 

la présence de nombreux flavonoïdes et terpènes, aux propriétés anti-inflammatoires, conforte 

l’idée d’évaluer l’intérêt de l’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 

l’Homme à des fins médicinales depuis l’antiquité, sont une source d’inspiration dans la 

conception de nouveaux médicaments. 

En raison de son importante activité antivirale sur HCoV-229E, l’extrait acétate d’éthyle 

des feuilles de Clausena harmandiana a été sélectionné pour une étude chimique et biologique 

approfondie. La construction d'un réseau moléculaire, à 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’être responsables de l’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 été 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 (Huh7) 

indiquant une CC50 allant de 0.5 à 1.3 µM. À des doses non cytotoxiques, les composés 2 et 3 

exercent une activité antivirale dose-dépendante sur HCoV-229E avec des valeurs de CI50 de 

0.1 et 0.05 μM, 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 à des 

doses non cytotoxiques, avec des valeurs de CI50 de 0.20 et 0.05 μM pour 2 et 3, respectivement.  

Le mécanisme d’action a été investigué plus en détail,  en ajoutant les composés à 

différents stades du cycle de la réplication virale. Les composés 2 et 3 n’affectent pas l’étape 

intracellulaire de réplication du HCoV-229E et semblent agir comme des inhibiteurs d’entrée 

du virus. Les mécanismes sous-jacents de l’action antivirale ont été recherchés afin de 

déterminer si les composés ciblent le virus ou les cellules. Les composés 2 et 3 révèlent 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 à nouveau que tous 

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

Cette étude met en évidence l’intérêt 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 

 

Annexe 2 : Spectre de masse en ES+ du composé 1 

1 

2 

3 
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Annexe 3 : RMN 1H du composé 1 avec zoom sur la partie aromatique (CDCl3, 300MHz) 

 

Annexe 4 : RMN 13C du composé 1 (CDCl3, 300MHz) 
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Annexe 5 : RMN HSQC édité du composé 1 (CDCl3, 300MHz), avec en abscisse la RMN 1H 

et en ordonné la RMN 13C. Les méthylènes sont colorés en bleu.  

 

Annexe 6 : RMN COSY du composé 1 (CDCl3, 300MHz) 
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Annexe 7 : RMN HMBC du composé 1 (CDCl3, 300MHz) 

 

Annexe 8 : Structure des ester de Mosher et modèle pour détermination de la configuration 
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L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et l’Université Claude Bernard Lyon 1 

n’entendent donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les thèses ; 

ces opinions sont considérées comme propres à leurs auteurs.  

  

L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche de lutte contre 

le plagiat. De ce fait, une sensibilisation des étudiants et encadrants des thèses a été réalisée 

avec notamment l’incitation à l’utilisation d’une méthode de recherche de similitudes.  
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CHAMBON Marion 

Potentiel thérapeutique des plantes médicinales dans la lutte contre le SARS-CoV-2 :  
Étude 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 
l’Homme à des fins médicinales depuis l’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 été réalisée à l'aide d'un test 
cellulaire d’inhibition du HCoV-229E. En raison de son activité 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, à partir des analyses LC-MS2 des extraits de 
Clausena spp. et le fractionnement « masse-guidé », ont abouti à l’isolement et à l’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. À notre connaissance, il s'agit de la première 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 à 50 % de 1.5, 0.5 et 0.9 µM pour 1, 2 et 3, 
respectivement. L'activité antivirale contre le SARS-CoV-2 a ensuite été montrée, avec une 
concentration inhibitrice à 50 % de 0,20 et 0,05 µM 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 l’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 être une source de 
nouveaux agents antiviraux contre les coronavirus humains. 
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