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Résumé

Les coronavirus sont des virus ARN enveloppés qui infectent les mammiferes et les
oiseaux. Chez I'homme, quatre coronavirus causent des maladies bénignes comme des
rhumes et rhinites, HCoV-0C43, HCoV-229E, HCoV-NL63 et HCoV-HKU1. Au cours des deux
dernieres décennies, trois nouveaux coronavirus hautement pathogénes ont été identifiés,
le SARS-CoV (« Severe Acute Respiratory Syndrome ») en 2003, le MERS-CoV (« Midle East
Respiratory Syndrome ») en 2012 et récemment le SARS-CoV-2 en décembre 2019. La
pandémie mondiale du COVID-19 a mis en évidence le manque d’antiviraux ciblant les
coronavirus. Bien que de nombreux vaccins efficaces soient développés pour contrer la
pandémie de COVID-19 due au SARS-CoV-2, il n'y a toujours aucun antiviral spécifique
commercialisé contre ce virus et les traitements actuels consistent a traiter uniguement les
symptomes.

L’équipe du Dr Karin SERON du laboratoire de Virologie Moléculaire et Cellulaire du
Centre d’Infection et d’Immunité de Lille s’est spécialisée dans I'identification d’antiviraux
d’origine naturelle. En effet les plantes sont une source importante de molécules
thérapeutiques et de nombreuses plantes sont encore utilisées aujourd’hui en médecine
traditionnelle. L'objectif de ma these a été d’utiliser les connaissances et techniques
développées par le laboratoire pour identifier des antiviraux naturels contre les coronavirus
humains hautement pathogénes et de comprendre leurs mécanismes d’action. Mon premier
projet a été réalisé en collaboration avec le groupe de Dr Simon Bordage du laboratoire de
Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de Lille dirigé par le Pr Sevser Sahpaz. Suite au
criblage d’extraits de plantes, utilisées en médecine traditionnelle ivoirienne, contre le
coronavirus HCoV-229E, nous avons sélectionné I'extrait de Mallotus oppositifollius qui était
le plus actif. Aprés un fractionnement bioguidé, le principe actif a été isolé et identifié. Il
s'agit du phéophorbide a (Pba). Le Pba inhibe HCoV-229E mais aussi les coronavirus
hautement pathogénes MERS-CoV et SARS-CoV-2 (ICso = 0,18 uM) ainsi que d’autres virus
enveloppés par un mécanisme de photo-inactivation dynamique. Nous avons montré que le
Pba cible la membrane virale et inhibe I'étape de fusion. Le Pba est le premier antiviral
naturel possédant une activité virucide photo-dépendante décrite contre le SARS-CoV-2.
Cette molécule pourrait potentiellement étre utilisée en thérapie clinique ou comme
désinfectant de surface. Mon deuxiéme projet porte sur une anthocyanidine, la delphinidine,
déja décrite par notre laboratoire comme antiviral contre le virus de I’hépatite C. Nous avons
montré que la delphinidine inhibe de fagon dose-dépendante I’entrée des coronavirus HCoV-
229E, MERS-CoV et SARS-CoV-2 dans les cellules (ICsq = 16-20 uM). Nos résultats montrent
que la delphinidine cible les sites de glycosylation de la protéine de surface S. Grace a une
collaboration avec le laboratoire de Chimie Bio-organique et Médicinale de Strasbourg,
dirigé le Dr Mourad Elhabiri, nous avons criblé des dérivés de la delphinidine afin d’identifier
des molécules plus actives. Nous avons ainsi identifié un composé actif contre le HCoV-229E
a une concentration tres faible (ICso= 0,06 uM) mais qui semble avoir un mécanisme d’action
différent de la delphinidine. En effet, il est actif a I'étape de réplication.

En conclusion, au cours de ma thése j’ai pu identifier de nouveaux antiviraux naturels
contre les coronavirus humains et notamment le SARS-CoV-2 ayant des mécanismes d’action
inédits. Ces travaux pourront servir de base a I'obtention de molécules pouvant étre utilisées,
dans I'avenir, pour le traitement des maladies a coronavirus.



Abstract

Mechanism of action of novel inhibitors against human coronaviruses

Coronaviruses are enveloped RNA viruses infecting mammals and birds. Four
coronaviruses causing mild diseases, like common cold, have been described in human,
HCoV-0C43, HCoV-229E, HCoV-NL63 and HCoV-HKU1. During the last two decades, three
new, highly pathogenic coronaviruses have been identified the SARS-CoV (Severe Acute
Respiratory Syndrom) in 2003, the MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome) in 2012
and recently the SARS-CoV-2 in December 2019. The COVID-19 global outbreak caused by
SARS-CoV-2, highlighted the lack of specific antiviral available against this family of virus. The
team of Dr Karin SERON from the Cellular and Molecular Virology laboratory of the Center
for Infection and Immunity of Lille, is specialized in the identification of antiviral compounds
from natural origin. Indeed, plants are a source of natural therapeutic compounds and many
plants are still being used in traditional medicine. The aim of my thesis was to identify
natural antiviral agents against highly pathogenic human coronaviruses with the help of the
knowledge and tools developed by the laboratory. My first project was carried out in
collaboration with the group of Dr Simon Bordage from the Pharmacognosy laboratory of
the Faculty of Pharmacy of Lille directed by Pr Sevser Sahpaz. Plant extracts from Ivorian
plants used it traditional medicine were tested against the coronavirus HCoV-229E and we
selected the most active, the Mallotus oppositifollius extract. After bio-guided fractionation,
the active compound was isolated and characterized, the pheophorbide a (Pba). Pba is able
to inhibit the infection of HCoV-229E and highly pathogenic coronaviruses MERS-CoV and
SARS-CoV-2 (ICso = 0.18 uM) as well as other enveloped viruses using a photo-dynamic
inactivation mechanism. Pba targets the viral envelop and inhibits the fusion step. Pba is the
first described natural antiviral against SARS-CoV-2 with direct photosensitive virucidal
activity. This molecule could potentially be used in therapy or as disinfectant. My second
project was about an anthocyanidin, the delphinidin, identified in the laboratory for its
antiviral activity against hepatitis C virus. We showed that delphinidin is an entry inhibitor of
coronaviruses in a dose-dependent manner for HCoV-229E, MERS-CoV and SARS-CoV-2 (ICsgo
= 16-20 uM). Our results show that delphinidin targets the glycosylation sites on the surface
protein S. Thanks to a collaboration with the laboratory of Medicinal and Bioorganic
Chemistry of Strasbourg, led by Dr Mourad Elhabiri, delphinidin synthetic derivates were
screened in order to identify compounds with higher antiviral capacities. We thereby
identify an active compound against HCoV-229E with a lower ICso than delphinidin (ICsg =
0.06 uM). Surprisingly, its mechanism of action seems to be different than delphinidin with
an activity at the replication step.

In conclusion, during my thesis | was able to identify new natural antivirals against
human coronaviruses, and in particular SARS-CoV-2, with novel mechanisms of action. This
work may serve as a basis for obtaining molecules that can be used in the future for the
treatment of coronavirus diseases.



Liste des abréviations

ACE2 : Enzyme de conversion de I'angiotensine 2
ADN : Acide désoxyribonucléique

AKI : Insuffisance rénale aigué

ALT : Alanine aminotransférase

APN : Amino peptidase N

ARDS : Syndrome de détresse respiratoire aigué
ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : ARN messager

AST : Aspartate aminotransférase

ATP : Adénosine Ttriphosphate

BCV et BCoV : Coronavirus bovin

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
CoV : Coronavirus
COVID-19 : Maladie a coronavirus 2019

DENV : Virus de la dengue
DMV : Vésicule a double membrane
DPP4 : Dipeptidyl peptidase 4

EMA : Agence européenne du médicament

EGC : Epigallocatechine

EGCG : Epigallocatechine gallate

ERGIC : Compartiment intermédiaire du réticulum endoplasmique - Golgi

FDA : Agence des produits alimentaires et médicamenteux
FIPV : virus de la péritonite infectieuse féline

HCoV : Coronavirus humain
HSV : Virus de I’herpes simplex

IBV : Virus de la bronchite infectieuse aviaire
IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

IL : interleukine

JUNV : Virus Junin

LDH : Lactate dehydrogénase

MARYV : Virus de Marburg

MERS : Syndrome respiratoire du Moyen-Orient
MHYV : Virus de I'hépatite murine

NSP : Protéine non structurale

OMS : Organisation mondiale de la santé



ORF : Phase ouverte de lecture

Pba : Phéophorbide a

PEDV : Virus de la diarrhée épidémique porcine
PFA : Paraformaldehyde

PTD : Thérapie photodynamique

PTI : Inactivation photodynamique

PyroPba : Pyrophéophorbide a

RBD : Région du domaine d’attachement
RdRp : Polymérase ARN dépendante de ’ARN
RMN : Résonnance magnétique nucléaire
ROS : Forme réactive de I'oxygéne

RTC : Complexe de réplication et transcription

SARS : Syndrome de détresse respiratoire aigué sévere
sgRNA : ARN sous génomique

TCRV : Virus Tacaribe

TGEV : Virus de la gastro-entérite transmissible
TMPRSS2 : Protéase transmembranaire a sérine 2
TNF : Facteur de nécrose tumorale

TRS : Séquence de régulation de la transcription

UTR : Région non traduite

VHB : Virus de I'hépatite B

VHC : Virus de I'hépatite C

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine
VLP : Particule pseudovirale

VOC : Variant préoccupant

VOI : Variant d’intérét

VSV : Virus de la stomatite virale

YFV : Virus de la fiévre jaune
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OMS: World health organisation
ORF: Open reading frame

Pba: Pheophorbide a

PEDV: Porcine epidemic diarrhea virus
PFA: Paraformaldehyde

PTD: Photodynamique therapy

PTIl: Photodynamique inactivation
PyroPba : Pyropheophorbide a

RBD: Receptor binding domain

RdRp: RNA dependant RNA polymerase
RMN: Nuclear magnetic resonance

ROS: Reactive oxygen species

RTC: Replication and transcription complex

SARS: Severe acute respiratory syndrome
sgRNA: Subgenomic RNA

TCRV: Tacaribe virus

TGEV: Transmissible gastroenteritis virus
TMPRSS2: Transmembrane protease serine 2
TNF: Tumor necrosis factor

TRS: Transcription regulation sequence

UTR: Untranslated region
VHB: Hepatitis B virus
VHC: Hepatitis C virus

VLP: Virus-like particles
VOC: Variant of concern
VOI: Variant of interest
VSV: Viral stomatitis virus

YFV: Yellow fever virus
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| - INTRODUCTION

1 - Les coronavirus

1.1 Généralités

Les coronavirus sont des virus enveloppés a génome a ARN simple brin de polarité
positive appartenant a l'ordre des Nidovirales. lls sont regroupés dans la famille des
Coronaviridae et la sous-famille des Coronavirinae. |l existe quatre genres de coronavirus,
alphacoronavirus, betacoronavirus, gammacoronavirus et deltacoronavirus (Figure 1). Les
coronavirus infectent de nombreuses especes de mammiferes et d’oiseaux (Ghosh et Malik

2020).

Les coronavirus infectent de nombreux animaux sauvages ou domestiques. Parmi les
animaux d’élevage, les coronavirus causent des maladies diverses qui ont un fort impact
économique en raison de leur capacité a perturber les productions. Les plus connus sont : le
virus de la bronchite infectieuse aviaire (« infectious bronchitis virus », IBV), qui est le
premier coronavirus identifié, un gammacoronavirus causant des bronchites chez les poulets,
le virus de la diarrhée épidémique porcine (« porcine epidemic diarrhea coronavirus », PEDV)
et le virus de la gastro-entérite transmissible (« transmissible gastroenteritis coronavirus »,
TGEV) deux alphacoronavirus du porc, le coronavirus bovin (« bovine coronavirus », BCV ou
BCoV) un betacoronavirus causant des atteintes gastro-intestinales et respiratoire chez les
bovins, le virus de la péritonite infectieuse féline (« Feline infectious peritonitis virus », FIPV)
un alphacoronavirus causant une maladie mortel chez le chat. Enfin, le virus de I'hépatite
murine (« mouse hepatitis virus », MHV) un betacoronavirus causant des hépatites chez les
souris, est un virus qui a été tres étudié et a servi de modeéle (Poudel et al. 2020). Nous allons

ici plus nous intéresser aux coronavirus pathogenes chez ’lhomme.
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Figure 2 : Chronologie de I'identification des coronavirus (V’'kovski et al. 2021).

Chez I'homme, il existe quatre coronavirus causant une pathologie bénigne
équivalente au rhume commun avec une légere fievre de quelques jours, et une atteinte des
parties respiratoires hautes. Toutefois, chez les individus immunodéprimés, la maladie peut
évoluer vers des pathologies plus graves. Ces coronavirus bénins ont une distribution
mondiale. Les deux premiers a avoir été identifiés dans les années 1960 sont
I"alphacoronavirus HCoV-229E et le betacoronavirus HCoV-OC43. Deux autres ont été
identifiés plus récemment, les betacoronavirus HCoV-NL63 et HCoV-HKU1, découverts en
2004 et 2005 (van der Hoek et al. 2004; Woo et al. 2005) suite a la premiere épidémie

mondiale de coronavirus « hautement pathogene » (Figure 2).

1.2 Les coronavirus humains hautement pathogéenes

On distingue ces coronavirus humains causant des pathologies bénignes a trois autres
coronavirus humains causant des pathologies beaucoup plus graves et qui seront décrits
dans les paragraphes suivants. Il s’agit du coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévéere
(« severe acute respiratory syndrome » ou SARS-CoV), du coronavirus du syndrome
respiratoire du Moyen-Orient (« Middle-East respiratory syndrome » ou MERS-CoV) et du
coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (« severe acute respiratory syndrome
2 » ou SARS-CoV-2. Tous les coronavirus humains seraient d’origine zoonotique, dont une
majorité aurait comme hote naturel la chauve-souris (Cui, Li, et Shi 2019). (Voir 1.3

Transmission inter-espéce)
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1.2.1 Epidémiologie du SARS-CoV

Le premier coronavirus hautement pathogéne a étre apparu est le betacoronavirus
SARS-CoV identifié en 2002 en Chine dans la région du Guangdong (Peiris, Guan, et Yuen
2004). Ce virus s’est ensuite propagé dans différentes parties du monde. C’est un virus
respiratoire qui infecte les parties basses des poumons, déclenchant fiévre, malaise,
lymphopénie et pneumonie. Le virus est transmis a ’'homme par un mammifére qui joue le
role d’hote intermédiaire, la civette palmiste, un animal vendu vivant sur les marchés, créant
ainsi un contact proche entre ’homme et I'animal. L'épidémie a pu étre stoppée en 2004
grace a des mesures de préventions et au confinement des personnes contaminées. Les
chiffres de I'OMS font état de 8098 personnes atteintes pour 774 déces, soit un taux de

mortalité d’environ 10% (Hui 2004).

1.2.2 Epidémiologie du MERS-CoV

La deuxiéme épidémie a coronavirus a commencé en 2012 au Moyen-Orient, et elle
est toujours en cours. Elle est causée par le deuxiéme betacoronavirus hautement
pathogéne identifié chez I'homme, le MERS-CoV (de Groot et al. 2013; Zaki et al. 2012). Le
tableau clinique ressemble a celui du SARS-CoV. Toutefois, il a été observé que le MERS-CoV
peut causer non seulement de graves pneumonies, mais aussi la défaillance sévére d’autres
organes comme les reins. Le MERS-CoV est transmis a I’homme par le dromadaire qui sert
d’hoéte intermédiaire. La transmission inter-humaine s’effectue ensuite par contact proche
avec une personne contaminée. Bien que le virus ait été identifié en 2012, le pic de
propagation de |'épidémie a eu lieu en 2014 (Figure 3). La propagation vers d’autres pays
s’est faite suite au retour de voyage depuis le Moyen-Orient, notamment apres le pélerinage
a La Mecque. Une explosion de cas en Corée du Sud s’est produite suite au retour d’un seul
voyageur qui a été a I'origine de 185 cas (Kim et al. 2017). En France, un voyageur de retour
du Moyen-Orient a été hospitalisé a Lille puis diagnostiqué positif au MERS-CoV. Il a
contaminé un autre patient se trouvant dans la méme chambre, et ce dernier n’a pas
survécu. Ce fut les deux seuls cas de MERS-CoV reportés en France. L'épidémie de MERS-CoV
est toujours en cours bien qu’elle soit contenue au Moyen-Orient et compte 2574 cas

d’infection pour 886 déces soit un taux de mortalité de 34,4% (Hui et al. 2018).
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1.2.3 Epidémiologie du SARS-CoV-2

La troisieme et plus récente épidémie de coronavirus est celle de COVID-19 causée
par le SARS-CoV-2, anciennement 2019-nCoV, identifié en 2019 en Chine dans la ville de
Wuhan (Zhou et al. 2020). En décembre 2019 plusieurs patients présentant une pneumonie
aiglie ont été hospitalisés dans la région du Hubei. Grace au séquencage haut débit, le
nouveau pathogene a été rapidement identifié comme étant un nouveau betacoronavirus,
nommé alors 2019-nCoV et comportant 80% d’identité avec le virus SARS-CoV. Ce virus s’est
rapidement propagé a travers le monde et s’est transformé en une pandémie mondiale qui

compte plus de 233 millions de cas recensés et plus de 4,7 millions de morts (Octobre 2021).

Des efforts pour rechercher I'héte intermédiaire ont immédiatement commencé,
ciblant dans un premier temps les animaux présents dans la région autour de Wuhan et
particulierement les animaux vivants retrouvés dans le « marché humide » de Wuhan. C'est
ainsi que le pangolin, petit mammifére braconné vendu dans la région, a été suspecté
comme hote intermédiaire du SARS-CoV-2 (Xiao et al. 2020). Cependant ces informations
étaient fondées sur la comparaison d’homologie entre les régions codant la protéine E et
une partie de la protéine S du virus ; des études phylogéniques sur le génome complet ont
montré que le coronavirus du pangolin était plus éloigné du SARS-CoV-2 de 'lhomme (90.3%
d’homologie), que le coronavirus de la chauve-souris, BatCoV RaTG13 (96.2% d’homologie)
(Figure 4). Il est donc improbable que I’h6te intermédiaire entre la chauve-souris et I’'homme
soit le pangolin (Yuan, Jiang, et Li 2020). A ce jour, malgré les efforts pour rechercher I’'h6te
intermédiaire, une transmission directe de la chauve-souris a I'homme reste une hypothése

possible bien que cela n’ait jamais été observé chez les coronavirus.

Une autre hypothése qui fait actuellement polémique serait I'échappement du SARS-
CoV-2 depuis le laboratoire de Wuhan, spécialisé dans les coronavirus et dont les équipes
avaient étudié les populations de chauve-souris du Yunnan et du Guanxi, réservoir important
des coronavirus de type SARS-CoV-Like. L'accident de transmission aurait pu se produire en
prélevant des échantillons de sang pour analyse. Plusieurs enquétes dont une par I'OMS ont
été menées pour rechercher d’éventuels signes d’accidents de laboratoire qui auraient pu

entrainer ainsi la fuite du virus, mais aucune preuve n’a permis de trancher sur la question.
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1.3 Transmission inter-espéece

La transmission inter-espéce d’'une maladie correspond au franchissement de la
barriere d’espéce par I'agent infectieux a I'origine de cette maladie. Derriére cette notion de
barriere d’espéces, on retrouve la capacité pour un pathogeéne, ici un virus, a pouvoir
infecter sa cellule cible, c’est a dire étre capable de reconnaitre le récepteur cellulaire d’'une
autre espece, puis sa capacité a pouvoir se répliquer dans la cellule cible, c’est-a-dire étre
capable d’inhiber suffisamment I'immunité innée intra-cellulaire pour pouvoir contréler la
machinerie cellulaire a son avantage.

Le passage d’'une maladie de I'animal a I’homme est une zoonose, on parle alors de
maladie zoonotique. Cette transmission se fait via un héte intermédiaire, dans lequel le virus
a pu évoluer pour devenir peu a peu compatible avec une nouvelle espéece plus proche,
comme I'homme, dans le cas d’une zoonose. Cet hote intermédiaire a, lui, été infecté a
partir de I’h6éte réservoir. Le réservoir est une espéce animale dans laquelle le virus va
persister dans I’environnement, souvent sans causer de pathologie grave chez son hote. Une
fois le saut d’espece effectué, chaque virus évolue différemment a cause de la pression de
sélection dans chaque espece hote, mais conserve suffisamment de similitudes, ce qui nous
permet de retracer son origine par des études phylogéniques.

Tous les coronavirus infectant I’homme sont issus d’'une transmission inter-espéce.
Pour les coronavirus hautement pathogénes, les réservoirs sont les chauves-souris (figure 5),
elles n"ont aucun symptéme malgré une faible quantité d’anticorps dans le sang et une
charge virale élevée. La maladie est ensuite transmise a d’autres espéces suite a I'acquisition
de mutation par le virus. Une fois dans I’hote intermédiaire, le virus peut déclencher une
pathologie. Le MERS-CoV, par exemple, déclenche un rhume chez les dromadaires adultes
mais est mortelle chez les jeunes dromadaires. L'identification de I’h6te intermédiaire est un
élément clé dans la prévention de la maladie chez 'homme. Comme mentionné
précédemment, la recherche de cette hote intermédiaire pour le SARS-CoV-2 est toujours en
cours. A ce jour aucune zoonose passant directement des chauves-souris a I’homme n’a été
décrite pour les coronavirus (Chan et al. 2013). Cependant nous savons que la contamination
directe entre les chauves-souris et 'homme est possible (N. Wang et al. 2018). De plus les
virus « SARS-CoV-2-Like » présents chez la chauve-souris sont capables de reconnaitre le
récepteur ACE2 humain (Boni et al. 2020), cela est un argument soutenant I’hypothese d’un

saut direct depuis la chauve-souris a I'homme.
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2 — Biologie des coronavirus

2.1 Le génome

Les coronavirus sont des virus enveloppés de 80 a 120 nm de diamétre. lls posseédent
un génome ARN simple brin de polarité positive qui est le plus grand de tous les virus a ARN
allant de 26 a 31.7 kb. Le génome a ARN est flanqué de régions non traduites (« untranslated
region » UTR) contenant des structures secondaires nécessaires a la réplication de I’ARN viral
et a la traduction. Le génome comprend deux grandes phases ouvertes de lecture (« open
reading frame », ORF) codant pour deux polyprotéines nommées ORFla et ORFlb qui
correspondent aux deux tiers du génome. Ces ORFs codent pour les protéines non
structurales (« non structural protein » ou nsp) impliquées dans le complexe de réplication.
Cette région du génome est conservée parmi les coronavirus (V’'kovski et al. 2021). Le reste
du génome contient plusieurs ORF impliquées dans la synthése des protéines structurales et
des protéines accessoires. Ces derniéres sont spécifiques a chaque coronavirus, et sont

impliquées dans I'interaction virus-hote et la régulation du systeme immunitaire

SARS-CoV-2 (~29.8kb) 33 EM 7a8b N
Jg 9b orfl4
nsp -— ‘e
[ ]
12 13 18 15 16
SARS-CoV (~29.7kb) . lEIVI(,%:\&? N

5
‘ 3b 7b 8b 9b
nsp N mi J u
b { R o T ||EE

MERS-CoV (=30.1kb) 34a SEM N

sore. — QN — s i1 — o
8b

! | 4b
m s
nsp N L
) 3 5 6780 . |
12 13 [ o

Figure 6 : Génomes des coronavirus SARS-CoV-2, SARS-CoV et MERS-CoV (Hozhabri et al.
2020).
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2.2 Les protéines de structure

La particule virale est formée de quatre protéines structurales. Les protéines de
surface S ou « Spike », la protéine d’enveloppe E, la protéine de matrice M, et les protéines

de capside N (Figure 7).

2.2.1 La protéine S

La protéine de surface S ou « Spike » est une glycoprotéine transmembranaire ancrée
dans la bicouche lipidique de I'enveloppe virale appartenant a la famille des protéines de
fusion de classe 1 (V’kovski et al. 2021). Elle est composée de 1162 a 1452 acides aminés
pour 128 a 160kDa, elle posséde aussi de nombreux sites de N-glycosylation (entre 21 a 35)
(Millet et Whittaker 2015). Trois monomeéres de protéines S vont s’assembler en
homotrimére formant ainsi la protrusion caractéristique en forme de couronne (« corona »
en latin) donnant leur nom au coronavirus (Masters 2006). La protéine S est divisée en deux
sous-domaines, le domaine S1 qui contient le domaine de reconnaissance et d’attachement
au récepteur cellulaire ou « receptor binding domain » (RBD), et le domaine S2 qui contient
le peptide de fusion et les deux domaines « heptad repeat » (HR) permettant le repliement
de la protéine S pour la fusion.

La protéine S peut étre clivée par des protéases cellulaires au niveau de deux sites de
clivage. Le premier se situe entre le domaine S1 et S2, il est nommé S1/S2. Il est clivé
majoritairement lors de la maturation du virion par les protéases cellulaires présentes dans
le réticulum endoplasmique. Une fois clivés, les domaines S1 et S2 restent associés par des
liaisons hydrophobes. Ce clivage n’est pas toujours nécessaire pour la formation et le
relargage du virus ; il est alors supposé que le clivage S1/S2 a lieu lors de I’entrée virale, en
méme temps que le clivage S2’ (Belouzard, Chu, et Whittaker 2009; Millet et Whittaker
2015). Le deuxieme site se situe dans le domaine S2 proche du site S1/S2 et est nommé S2’.
Ce site est clivé par des protéases cellulaires lors de I'entrée du virus pour déclencher la
fusion, comme par exemple par la protéase cellulaire membranaire TMPRSS2, mais aussi par
des protéases endosomales comme les cathepsines et la furine (Belouzard et al. 2012;

Hoffmann et al. 2020; Matsuyama et al. 2010).

27



La protéine S est spécifique de chaque coronavirus et va donc reconnaitre des
récepteurs cellulaires également spécifiques. Les coronavirus SARS-CoV et SARS-CoV-2
utilisent la protéine de surface « angiotensin convertase enzyme-2 » (ACE2 ou CD147)
comme récepteur cellulaire. ACE2 est présente a la surface des cellules endothéliales des
veines et artéres, dans les muscles, I'intestin, les cellules épithéliales alvéolaires de type | et
type Il, dans les épithéliums oraux et nasopharyngés, mais aussi sur les pneumocytes de type
2 et 1 et macrophages pulmonaires (Hamming et al. 2004; Hoffmann et al. 2020; Li et al.
2003; Shieh et al. 2005; Zhou et al. 2020). Toutefois, il a été observé que les pneumocytes de
type 2 bien que possédant ACE2 et présents dans les tissus infectés, ne sont pas infectés par
le SARS-CoV, contrairement aux pneumocytes de type 1 qui semblent permissifs a I'infection
bien gqu’ils expriment ACE2 a un niveau beaucoup plus faible (Chu et al. 2020; Matsuyama et
al. 2010). Le MERS-CoV utilise la protéine « dipeptidyl peptidase-4 » (DPP4) qui est une
protéine transmembranaire de type Il présente dans les cellules non ciliées des voies
respiratoires et les macrophages. Elle est aussi exprimée dans le rein et l'intestin (Millet et
Whittaker 2014; Raj et al. 2013) Le coronavirus HCoV-229E utilise la protéine
« aminopeptidase N » (APN ou CD13) présente dans les poumons, les reins, les intestins, et a

la surface des macrophages (Yeager et al. 1992).

2.2.2 La protéine E

La protéine d’enveloppe E est une petite protéine de 8,4 a 12 kDa qui permet de
structurer I'enveloppe lipidique. Elle est présente a la surface virale en trés petite quantité

comparée aux trois autres protéines structurales (Masters 2006).

2.2.3 La protéine M

La glycoprotéine de matrice M a une taille de 25 a 30 kDa. C’est la protéine
structurale la plus abondante et elle permet de donner sa forme a la particule virale. C'est
une protéine possédant 3 domaines transmembranaires avec la partie N-terminale a
I’extérieur de la particule virale. Elle joue un role pour linitiation de I'assemblage, en
formant des diméres M-M dans la membrane du compartiment intermédiaire du réticulum
endoplasmique — Golgi (ERGIC) et en s’associant avec la protéine S et N (Masters 2006;

Neuman et al. 2011; Perrier et al. 2019).
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2.2.4 La protéine N

La protéine de nucléocapside N est la protéine formant la nucléocapside hélicoidale
des coronavirus. D’une taille de 43 a 50 kDa, elle se fixe sur le génome ARN en « collier de

perles » pour compacter le génome viral (Masters 2006).

2.3 Les protéines non structurales

Parmi les protéines non structurales (nsp), on retrouve 15 a 16 protéines impliquées
dans la formation du complexe de réplication associé a I’ARN polymérase ARN dépendante,
issues du clivage des premieres polyprotéines ppla et pplab, codé respectivement par les
ORF1a et ORFlab, synthétisées lors de I'entrée du virus dans la cellule (Figure 8). Ppla est
1.4 a 2.2 fois plus exprimée que pplab qui est issue d’'un changement de cadre de lecture du
ribosome de -1. Ces polyprotéines contiennent les protéines non structurales. Nspl a 11
sont contenues dans ppla, nspl a 10 et nspl12 a 16 dans pplab. Nspl est la premiére
protéine a étre synthétisée et a pour role de moduler la traduction cellulaire en faveur du
virus. Les protéines clés pour linfection virale sont la protéase PLpro (« papain like
protease ») contenue dans nsp3 et la 3CLpro (« chemotryspyne like protease ») codé par
nsp5. Ces protéines présentes sous forme de domaine dans les polyprotéines vont autocliver
les polyprotéines pour libérer les différentes nsp qui formeront le complexe de réplication.
Parmi ces nsp, nspl2, est I'’ARN polymérase ARN dépendante (« RNA dependant RNA
polymerase », RdRp). Elle utilise nsp7 et nsp8 comme cofacteurs (Belouzard et al. 2012; Y.

Chen, Liu, et Guo 2020; V’kovski et al. 2021).
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2.4 Les protéines accessoires

Les protéines accessoires ne sont pas contenues dans les polyprotéines ppla et
ppla2. Elles se retrouvent en 3’ du génome, proche de la région 3’'UTR du génome des
coronavirus et sont peu conservées d’un genre a l'autre (Figure 9). De plus le nombre de
protéines accessoires présentes dans chaque virus peut varier. Elles sont codées par des ORF
nommées ORF3 jusqu’a ORF10 et participent dans plusieurs interactions hétes-pathogéenes
afin de faciliter I'infection. Les différentes protéines sont nommées d’apres le nom de leurs
régions codantes. Ces protéines sont non nécessaires a la réplication in vitro, mais en leur
absence la réplication naturelle dans I’hote spécifique de virus est grandement diminuée,
voire impossible et la pathologie qui en résulte est amoindrie. La fonctionnalité de toutes les
protéines accessoires n’est pas encore élucidée et peut varier selon les coronavirus. L'ORF3a
a été identifié chez le SARS-CoV-2 et le SARS-CoV pour déclencher I'apoptose par I'activation
de la voie caspase-3. Pour le SARS-CoV-2, 'ORF3b, I'ORF6, 'ORF7a, 'ORF8 et 'ORF9b sont
capables d’inhiber la production d’interférons de type | (IFN-1) en inhibant plusieurs voies de
signalisation comme la voie JAK-STAT et MAVS (Figure 9). L'ORF8 est une protéine secrétée
dans le milieu extracellulaire, hautement immunogéne et capable de se lier au complexe
majeur d’histocompatibilité de type 1 (CMH-I) entrainant sa dégradation, elle est supposée
jouer un role d’évasion de I'immunité innée et stimuler la réponse inflammatoire de I'h6te

(Redondo et al. 2021; V’kovski et al. 2021).
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Figure 9 : Fonctions connues des protéines accessoires du SARS-CoV-2 (Redondo et al. 2021).
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2.5 Le cycle viral

2.5.1 ’entrée

L'attachement et la reconnaissance du récepteur cellulaire par le virus se font grace a
la protéine de surface Spike ou S qui contient le domaine RBD. Une fois le virus attaché a la
cellule, le virus peut entrer dans les cellules par deux voies d’entrée. En effet, la membrane
virale va fusionner avec soit la membrane plasmique (fusion directement a la surface
cellulaire), soit avec les membranes des endosomes (fusion aprés endocytose du virus dans
les endosomes). La protéine Spike du coronavirus est une protéine de fusion de classe 1
possédant un mécanisme similaire a celui de ’"hémagglutinine du virus de la grippe. Pour que
la fusion soit déclenchée, des protéases cellulaires doivent cliver la protéine S au niveau du
site S2’ permettant ainsi de libérer le peptide de fusion présent dans le sous-domaine S2. Le
peptide de fusion va s’insérer dans la membrane cellulaire, puis s’opére un changement de
conformation du complexe S1-S2 grace a I'appariement des domaines HR1 et HR2 (Figure
11). Celui-ci va permettre de rapprocher I'enveloppe lipidique virale a la membrane de la
cellule ce qui engendre une fusion des deux membranes lipidiques, libérant ainsi le contenu
de la particule virale dans le cytoplasme de la cellule. A la surface cellulaire, plusieurs études
ont montré que la protéase cellulaire TMPRSS2 permettait de cliver la protéine S du HCoV-
229E, SARS-CoV, MERS-CoV et le SARS-CoV-2. Cette fusion du virus a la membrane améliore
le taux d’infection comparé a l'entrée uniguement endosomale (Bertram et al. 2013;
Hoffmann et al. 2020; Matsuyama et al. 2010; Millet et Whittaker 2015; Shirato, Kawase, et
Matsuyama 2013). Dans la voie endosomale, ce sont d’autres protéases qui interviennent
telle que la furine, les cathepsines ou la trypsine selon le type cellulaire (Millet et Whittaker
2015; Shirato et al. 2013). |l a été observé pour les coronavirus humains que la voie d’entrée
membranaire médiée par le clivage par TMPRSS2 était prépondérante par rapport a la voie

d’entrée endosomale. (Shirato, Kawase, et Matsuyama 2018).
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2.5.2 La réplication

Une fois I’ARN viral libéré dans le cytoplasme, le génome viral va pouvoir étre
directement traduit par les ribosomes de la cellule h6te en deux polyprotéines ppla et
ppla2 (Millet et Whittaker 2015). Ces polyprotéines vont s’autocliver grace aux protéases
PLpro et 3CLpro. Les 16 protéines non structurales ainsi clivées vont former le complexe de
réplication (RTC) dont la piece maitresse est la polymérase nsp12 (RdRp) (V’'kovski et al.
2021). La création d’une coiffe sur I’ARN nouvellement formée, ainsi que I'activité
exonucléase sont assurées par nspl4, nsp10, nsp13 et nsp16 (Y. Chen et al. 2020; V'kovski et
al. 2021). U'activité exonucléase de la RdRp des coronavirus est une exception parmi les virus
ARN, réduisant les risques d’erreur lors de la réplication. La réplication débute par la
synthése d’un brin d’ARN anti-sens a partir du brin d’ARN génomique sens, les nouveaux
brins d’ARN sens ainsi pourront a leur tour étre traduits en polyprotéines ou incorporés dans
les virions en formation. Lors de la synthese des brins anti-sens, la présence de régions de
régulations de transcription (« Transcriptions regulatory sequences », TRS) va permettre que
la synthése des brins anti-sens s’arréte lorsque le RTC passe sur un de ces TRS; la
transcription va ensuite reprendre au prochain TRS rencontré dans le sens de la synthese
(Figure 12). Ces TRS sont majoritairement localisés dans la région contenant les protéines
structurales et accessoires. Cette transcription discontinue a pour conséquence de générer
des ARN anti-sens sous-génomiques (sgRNA), qui vont alors servir de matrice a la synthese
de brins sens sous génomiques, lesquels seront traduits en différentes protéines structurales
et accessoires. Bien que certains ARN sous-génomiques puissent contenir plusieurs ORF, il
est établi que chague sgRNA ne sera traduit qu’en une seule protéine (V'kovski et al. 2021).
La réplication de I’ARN a lieux dans des compartiments spécifiques appelés vésicule a double
membranes (« double membrane vesicles », DMV). Ces DMV sont dérivées de la membrane
lipidique du réticulum endoplasmique sous I'effet de nsp3, nsp4 et nsp6. Il est supposé que
ce mécanisme permet de masquer I'ARN viral contre la détection par les senseurs

cytoplasmiques cellulaires (V’kovski et al. 2021).
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2.5.3 L’assemblage et la sécrétion des particules

Les protéines structurales s’assemblent a la surface du ERGIC, avec les protéines
transmembranaires S et E ancrées dans la membrane du réticulum, sur lesquelles va pouvoir
s’attacher la protéine de capside N. Celle-ci va alors recruter I’ARN génomique nouvellement
répliqgué. Cet ensemble de protéines va continuer a s’assembler et la protéine S va étre
clivée par les protéases cellulaires comme la furine, permettant un changement de
conformation nécessaire au relargage des particules infectieuses (V'kovski et al. 2021). Les
particules sont alors transportées a la membrane de la cellule ou la particule virale est

relarguée par exocytose (Masters 2006).

2.6 Modeles d’études

L’étude des coronavirus humains a nécessité I'utilisation de divers modeles et outils.
Les lignées cellulaires immortalisées permissives au virus les plus utilisées sont les cellules
VeroE6 (cellule épithéliale de rein de singe), Calu-3 (cellule humaine de cancer du poumon)
et Huh-7 (cellule cancéreuse d’hépatocyte humain). Des cellules primaires sont aussi
utilisées pour la validation de mécanismes précis, par exemple des cellules pulmonaires
primaires humaines, comme c’est le cas pour ces travaux de these. En effet, nous avons
utilisé des épithéliums pulmonaires reconstitués contenant plusieurs types cellulaires
retrouvés dans un poumon humain sur une surface de culture air-liquide. Ce systéeme utilisé
est nommé MUCILAIR™ (Epithelix). Le développement d’outils et de modeéle d’étude en
laboratoire a permis de faciliter la recherche sur les coronavirus. Des outils communément
utilisés sont la production de virus-like particules (VLP) ou de pseudovirus qui sont des
rétrovirus recombinants possédant la protéine de surface du virus d’intérét et un gene
rapporteur comme la GPF ou la luciférase, ou encore tout simplement le virus d’intérét
génétiqguement modifié pour contenir un géne rapporteur. Cependant la manipulation des
coronavirus hautement pathogénes nécessite des installations de haute sécurité, il est donc
plus facile de trouver un virus modéle, comme par exemple les coronavirus humains peu
pathogénes HCoV-229 et 0C43, afin de tester des mécanismes conservés chez les
coronavirus ou encore cribler des molécules antivirales dans un environnement moins

contraignant.
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L'utilisation de modeéles animaux est une étape clé pour confirmer l'efficacité de
composés antiviraux identifiés in vitro. Plusieurs modeles animaux sont utilisés pour I'étude
des coronavirus humains. Le plus facile a utiliser est le modéle souris, soit combiné avec un
virus mutant capable d’infecter la souris, soit avec des souris transgéniques humanisées
pour le récepteur viral (ACE2 ou DPP4 humain). De la méme maniére, les hamsters dorés
syriens sont aussi utilisés comme modele d’étude notamment pour le SARS-CoV-2. Les furets
sont tres utilisés pour étudier les maladies respiratoires comme la grippe car ils possedent
un tractus respiratoire assez proche de ’'homme pour un animal non primate. Ils sont aussi
utilisés pour I'étude des coronavirus. Toutefois les souris, hamsters et furets ne reproduisent
pas totalement la pathologie observée chez ’lhomme et ne développent que des symptomes
bénins, voire aucun symptome ou des symptdmes totalement différents de la pathologie
humaine. Les meilleurs modéles pour se rapprocher de la pathologie humaine sont les
primates non humains, comme le macaque rhésus et le singe vert d’Afrique. Mais le co(t
d’utilisation de tels modéles est élevé, il nécessite d’obtenir des autorisations éthiques
spécifiques et il ne reflete qu’une pathologie modérée et ne sont pas représentatifs de cas

séveres observés chez I’homme (Table 1) (V'kovski et al. 2021).
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Table 1 : Modeles et outils utilisés dans I’étude des coronavirus

Modeéle et outils

Avantage

Limitation

Pseudoparticules

Non réplicatif — permet de travailler
avec des contraintes de sécurité
moins élevées que pour le virus
entier. Permet de vérifier si une
drogue agit a I’étape d’entrée.

Facile a produire

Non réplicatif, permet uniquement
I’étude de I'étape d’entrée.

Réplicon

Permet de cribler des drogues
rapidement avec un niveau de
biosécurité minimal.

Permet [I'étude de [I'étape de
réplication.

Facile a produire.

Ne permet d’étudier que I'étape de
réplication du cycle viral.

Virus rapporteur

Permet d’étudier I'ensemble du cycle
viral.

Infection  facilement  quantifiable
grace au systéme rapporteur

Virus infectieux.

Nécessite de manipuler en espace
confiné de type BSL-2, BSL-3 ou BSL-4
avec équipement spécifique.

Lignée cellulaire

Facilement manipulable, faible co(t,
Peut étre utilisée pour créer des
lignées stables exprimant des
marqueurs cellulaires spécifiques.

Modele éloigné des conditions in vivo.
Transcriptome différent des cellules
saines trouvé in vivo a cause de
I'immortalisation et de multiple
passage en laboratoire.

Cellules primaires

Proche des conditions naturelles in
vivo.

Cout élevé, cellule non immortel,
difficile a maintenir en vie sur une
longue durée selon le type cellulaire

Souris Faible cout en comparaison avec | Physiologie éloignée de I’lhumain.
d’autres modéles animaux. Possibilité | Ne permet pas d’évaluer tous les
de créer des souris transgéniques. symptdmes de la pathologie humaine.
Permet d’évaluer des symptoémes | Nécessite d’utiliser des souris
légers et la réplication virale humanisées pour I'étude du SARS-

CoV-2

Hamster Faible cout en comparer des autres | Pathologie et symptdéme équivalent a
modeéles animaux. un COVID modéré uniquement.
Permet d’étudier la transmission du
virus SARS-CoV-2.

Réplication et infection du virus sans
modification génétique.
Production de cytokines équivalent
aux infections sévere chez 'homme
Furet Systeme respiratoire assez proche de | Cout moyen. Nécessite des locaux

I’humain sur le plan cellulaire.
Réplication efficace du virus

Permet d’étudier la transmission du
virus SARS-CoV-2

adaptés.
Non représentatif des symptomes
humains.

Singe non humain

Permet I'étude de la transmission et
de la réplication virale. Symptémes
cliniques et dégats pulmonaires
proches des cas modérés chez
’'hnomme. Hyperinflammation.

Cout élevé. Laboratoire spécialisé.
Manipulation complexe
Non représentatif de cas sévéres

Rhésus macaque

Génétiquement proche de 'lhomme.
Systeme immunitaire et réponse
immunitaire proche de I"homme lors
d’une infection au SARS-CoV-2.
Permet I'étude de la transmission et
de la réplication virale. Symptomes
clinique et dégats pulmonaires
proches des cas modérés chez
'hnomme. Réplique efficacement le
virus

Cout élevé. Laboratoire spécialisé.
Manipulation complexe

Non représentatif des cas séveres
Quantité d’animaux limitée
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3 - La pathologie

3.1 La transmission inter-humaine

Grace aux nombreuses observations croisées et certaines analyses cliniques sur des
cohortes de patients, un profil de transmission du SARS-CoV-2 a été établi. Comme pour les
coronavirus précédemment identifiés, la transmission du SARS-CoV-2 se fait majoritairement
par voie aérienne par le biais d’aérosol, lors de contact rapproché de moins d’un métre et
par microgouttelettes d’eau, suite a une toux ou un éternuement. Le virus peut aussi se
transmettre lors d’un contact avec une surface contaminée puis contact avec les voies orales
ou respiratoires, cependant cela n’est pas la voie de transmission principale et la probabilité
d’étre en contact avec un nombre suffisant de particules infectieuses de cette maniére est
faible. La quantité de particules virales de SARS-CoV-2 expulsées par aérosol ou
microgouttelettes est bien plus importante en comparaison avec le SARS-CoV, en effet le
taux de réplication de SARS-CoV-2 est 3,2 fois supérieur a celui du SARS-CoV dans les
premieres 48 h. Cette particularité pourrait expliquer la différence de contagiosité entre les
deux virus.

Toutefois, la particularité majeure du SARS-CoV-2 permettant d’expliquer la
propagation rapide du virus est sa phase contagieuse, c’est-a-dire la période pendant
laquelle une personne infectée peut transmettre le virus.

Il est établi que, contrairement au SARS-CoV, les personnes contaminées par le SARS-
CoV-2 sont déja contagieuses environ 3 jours avant le début des symptomes. Des lors, le
titre viral présent chez le patient infecté augmente avec un pic qui arrive au moment de
I'apparition des symptémes plus ou moins 1 jour. Les risques de contamination sont
maximaux pendant les quelques jours au pic de titre viral, puis le titre viral diminue
rapidement (Figure 13). Bien que de I’ARN viral soit encore détectable par RT-PCR jusqu’a
environs 20 jours apres le début des symptomes, les particules virales infectieuses ne sont
détectables que jusqu’a 7 a 10 jours aprés début des symptomes. La probabilité de
transmission apres ce point est considérée comme extrémement faible (He et al. 2020;
van Kampen et al. 2021; Siordia 2020). Il y a un fort risque de contamination démarrant
avant l'apparition des symptomes, en effet 46 a 55% des transmissions ont lieu avant la

phase symptomatique (Johansson et al. 2021).
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SARS-CoV-2 viral load and period of infectiousness
Cevik M et al. https://doi.org/10.1101/2020.07.25.20162107
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Figure 13 : Période de contagion en fonction du temps (Cevik et al. 2021).
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Ces données accumulées refletent une moyenne observée sur I'ensemble des cas, mais dans
certains cas particuliers, des individus peuvent avoir des phases symptomatiques allant a

plus de 10 jours, on suppose alors que la phase de transmission est d’autant plus allongée.
3.2 Les symptomes

Depuis le d accumuléespandémie de SARS-CoV-2, les laboratoires et les hopitaux ont
accumulé un grand nombre de données et dé un grand nombreaboratoirtravers le monde
sur les malades atteints de la COVID-19 (Figure 14).

En ce qui concerne la période dode qui con jusqu’a l'apparition des premiers
symptomes, les données indiquent qu’elle serait de 3 a 5 jours en moyenne. La premiére
phase de I'infection correspond a une augmentation de la charge virale qui débute quelques
jours avant I'apparition des premiers symptomes et s’étend sur une période d’environs 5
jours. Cette phase est associée a I'apparition de symptomes bénins, fieévre, toux, fatigue et
maux de téte (Aguilar et al. 2020; Cevik et al. 2020). On estime qu’entre 20 a 50% des
individus sont asymptomatiques malgré une charge virale équivalente aux individus
symptomatiques lors de cette phase (Alene et al. 2021; Almadhi et al. 2021).

La seconde phase correspond a une réduction progressive de la charge virale et
I"apparition de cytokine pro-inflammatoire en réponse a l'infection dans les poumons. Cette
phase débute environs 3 a 5 jours aprés I'apparition des symptémes et peut durer 5 a 7 jours.
On observe alors I'apparition d’autres symptémes comme la difficulté respiratoire, la perte
de go(t, et la perte d et la p(Aguilar et al. 2020). On parle de « COVID bénin » ou « modéré »
selon la gravité des différents symptémes pouvant dans certains cas nécessiter une
hospitalisation. Si la plupart des individus guérissent apres cette phase, environs 10 a 20%
vont évoluer vers un « COVID sévere », ol malgré la charge virale faible ou nulle, la sécrétion
de cytokines inflammatoires persiste dans les poumons engendrant des Iésions importantes
sur les tissus pulmonaires, ce qui déclenche le syndrome de détresse respiratoire aiglie
(ARDS) (Aguilar et al. 2020; Inandiklioglu et Akkoc 2020; Schultze et Aschenbrenner 2021).
Cette phase nécessite une hospitalisation ainsi qu’une ventilation mécanisée et le taux de

survie chute drastiquement en comparaison des deux premiéeres phases.
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On remarque, grace aux études statistiques réalisées sur les personnes contaminées
par le SARS-CoV-2, que |'dge des patients est corrélé avec la sévérité de la détresse
respiratoire et de |'atteinte pulmonaire. Les cas les plus graves de la COVID-19 se retrouvent
chez les patients de plus de 65 ans et les cas asymptomatiques sont plus fréquents chez des
individus plus jeunes (Huang et al. 2020). Toutefois, pour les patients hospitalisés avec un
COVID sévere, le taux de patients ayant recours a une assistance respiratoire mécanique
n’augmente plus a partir de 35 ans, indiquant qu’au-dela de cette tranche d’age, avec un
COVID sévere, les risques de se retrouver en réanimation sont les mémes (Figure 15). En
revanche le taux de mortalité augmente fortement avec I'dge des patients, avec une
augmentation encore plus accentuée parmi les patients sous ventilation mécanique (Figure
15) (Lim et al. 2021; Nicholson et al. 2021). La gravité de la maladie est aussi corrélée avec la
présence de « comorbidité » comme le diabéte, I'obésité, I'immunodépression (SIDA),
I'asthme, le cancer, les maladies cardiaque et pulmonaire chronique etc... Ces mémes
corrélations existent pour le SARS-CoV et le MERS-CoV.

Dans les pneumonies aigues a coronavirus, on peut observer des atteintes bilatérales
des poumons avec des zones opaques (plages de verre dépoli ou « ground glass opacities »)
visibles au scanner, des cedemes pulmonaires, mais aussi une hyperinflammation due a un
emballement du systeme immunitaire, appelé « cytokine storm » ou « orage cytokinique »
(Figure 16). Il est supposé que les cas les plus graves de détresses respiratoires sont la
conséquence de ces orages cytokiniques. Cette hyper-inflammation est déclenchée par la
capacité du SARS-CoV-2 a réduire l'activité de lI'immunité cellulaire, diminuant ainsi
I'efficacité des cellules T CD8+ et « Natural Killer » (NK) a lyser les cellules infectées,
prolongeant ainsi le temps d’exposition des marqueurs d’infection, ce qui augmente de
maniére anormale la quantité et la durée de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
par I'immunité innée (Soy et al. 2020). De plus, la présence de ces cytokines induit le
recrutement de neutrophiles et de macrophages sur le site d’infection, qui vont a leur tour
s’auto-activer et maintenir une sécrétion élevée de cytokines pro-inflammatoires, ce qui
rend trés difficile le retour a I'état homéostatique sans traitement anti-inflammatoire

(Aguilar et al. 2020; Schultze et Aschenbrenner 2021).
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Les pathologies causées par le SARS-CoV, le MERS-CoV, et le SARS-CoV-2 possedent
des symptomes communs. Cependant I’évolution de la maladie vers un stade plus sévere est
plus importante pour le MERS-CoV en comparaison du SARS-CoV, ainsi que le SARS-CoV
comparé du SARS-CoV-2 (Hu et al. 2020; Peeri et al. 2020; Pormohammad et al. 2020). Dans
tous les cas, les pathologies causées par les trois virus tendent a étre plus séveres en
présence de facteurs de comorbidité, et en fonction de I’age des individus touchés.

Bien entendu, chaque pathologie posséde des particularités distinctes (Table 2).
Toutes partagent les mémes symptomes mais pas dans les mémes proportions. La
proportion de cas asymptomatiques est plus importante pour la COVID-19. La période dus
importan pour les trois virus est identique (environs 5 jours). La pathologie du SARS se divise
en deux périodes, la premiére ol on observe I'apparition des symptomes avec une toux non
productive puis la deuxiéme période ou les symptomes s’aggravent, et ou I'individu est alors
contagieux et la pathologie peut entrainer la mort du patient (Z. Zhu et al. 2020). Pour le
MERS les individus manifestent directement des atteintes respiratoires séveres lorsque les
symptoémes se déclenchent, accompagnés d’un dysfonctionnement rénal sévére (AKI, «
Acute kidney injury ») en raison de la présence du récepteur au MERS-CoV DPP4 dans les
reins, permettant une infection efficace de cet organe (Chan et al. 2015; Z. Zhu et al. 2020).

On retrouve dl. 2015; Z. Z forte excrétion virale dans les urines.
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Table 2 : Comparaison des symptomes cliniques entre les pathologies causées par le SARS-
CoV-2, SARS-CoV et MERS-CoV. Traduite a partir de: (Z. Zhu et al. 2020). ARDS : Acute
respiratory distress syndrome, AKl : Acute kidney injury, LDH : Lactate dehydrogenase, AST :
Aspartate aminotransferase, ALT : Alanine aminotransferase.

COVID-19 SARS MERS
Signes et symptomes
Fiévre 56-99% 99-100% 81,7-100%
Fatigue 18-55% 31,2% NA
Toux 39-81% 29-74,3% 75-85%
Maux de gorge 5-17% 11-23,2% 14%
Dyspnée 12-41% 40-42% 72%
Myalgie 18-55% 49,3-60,9% 38%
Diahrée 3-17% 20-25% 26%
Maux de téte 4-23% 15-55,8% NA
Complications
ARDS 12-30% 20% 20-30%
AKI 3% 6,7% 41-50%
Observation cliniques

Leucopénie 26,8% 23-35% 14%
(< 40x10°/L)
Lymphopénie 55,3% 68-85% 32%
(< 1,5x10%/L)
Thrombocytopénie 11,5% 40-45% 36%
(<150x10°/L)
LDH élevé 55,5% 50-71% 48%
AST élevé 17,9% 20-30% 14%
ALT élevé 16% 20-30% 11%
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La perte de go(t (agueusie) et dusie de ganosmie) sont des symptomes se retrouvant
dans pres de la moitié des cas de la COVID-19. Ces symptoémes apparaissent lorsque le virus
infecte le nerf olfactif situé dans les voies respiratoires hautes. Il est ensuite supposé que
c’est par l'infection des terminaisons nerveuses que le virus est capable dirus est le cerveau
(Figure 8) (Burks et al. 2021). Bien que les mécanismes permettant au virus de passer dans le
cerveau ne soient pas encore totalement élucidés, la présence de virus dans le systéeme
nerveux central chez certains patients est avérée. De plus nous savions déja via des modeéle
animaux que d’autres coronavirus comme I'OC43 et le HCoV-229E sont capables d’infecter le
cerveau (Butler et al. 2006; Talbot et al. 1994, 2016). Les conséquences de la présence du
virus dans le systéme nerveux central sont encore floues mais on suppose que cloue la cause
de plusieurs séquelles neurologiques observables dans les « COVID long ». Le COVID long est
une nomenclature adoptée pour décrire un ensemble de symptomes chez des patients

guéris de la COVID-19.
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3.3 Les complications de la COVID-19

Le COVID long (parfois nommé COVID chronique ou symptome post-COVID) est un
état de plus en plus étudié. En effet, un nombre de plus en plus élevé de patients rapportent
la présence de symptdémes variés apres guérison de la COVID-19 (Figure 18) (Lopez-Leon et
al. 2021). On estime que 80% des patients qui ont été atteints de la COVID-19 ont au moins
un symptome du COVID long jusqu’a 75 a 245 jours apres rétablissement et bien que, dans
certains cas, les symptomes finissent par s’estomper, d’autres ne sont toujours pas rétablis
apres 6 mois d’observation, ce qui peut indiquer que parfois le COVID long puisse étre une
affliction a vie (Davis et al. 2021; Sykes et al. 2021; Taquet et al. 2021). Les symptomes les
plus communément observés sont: la fatigue (58%), maux de téte chroniques (44%),
troubles déficit de I'attention (27%), perte de golt et d’odorat (24%). Il est aussi possible de
détecter la présence de marqueurs indiquant un COVID long, comme un taux élevé de
protéine C-réactive, de ferritine, et de D-dimer (Lopez-Leon et al. 2021). Il ne faut pas
confondre les afflictions du COVID long avec des séquelles liées a une hospitalisation

prolongée (perte de motricité et réduction de la masse musculaire).
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Bien que ces syndromes de COVID long soient fréquents chez les patients hospitalisés
lors de cas sévere, il est aussi possible de les retrouver chez des individus aprés un COVID
bénin voir asymptomatique. 31,74% des patients guéris de la COVID-19 sans hospitalisation
ont développé au moins un syndrome neurologique du COVID long contre 46,42% pour les
patients hospitalisés survivants, en majorité des troubles de ['attention, anxiété et
dépression chronique (Taquet et al. 2021). La Haute Autorité de santé a élaboré une liste des
symptoémes observés dans les COVID longs en distinguant les conséquences directes dues a
une forme sévere de la COVID-19 et les syndromes qui apparaissent a la suite de la maladie.
Ces informations récentes a propos des conséquences de la COVID-19 viennent augmenter
la dangerosité de la maladie. En effet, bien que le taux de mortalité soit estimé entre 0,5 a
3%, il faut ensuite y ajouter une part non négligeable de séquelles pouvant, a plus ou moins
long terme, entrainer des handicaps sévéres et une réduction importante de I'espérance de

vie des individus concernés.

3.4 Méthodes de dépistage

Il est important de réussir a identifier les individus contaminés afin de pouvoir les
isoler et ralentir la propagation de I'épidémie. Cette méme méthode a permis de stopper
I’épidémie de SARS-CoV en 2003 et de contenir I'épidémie de MERS-CoV en majeure partie
au Moyen-Orient depuis 2012. Pour cela de nombreux tests de dépistage existent, chaque
test avec des avantages et des inconvénients (Figure 19).

Trois tests sont majoritairement utilisés par le public. Les tests PCR sont les plus
utilisés dans le cas de la pandémie de COVID-19. |l s’agit d’'une RT-PCR qui vise a détecter les
ARN viraux. Trois régions conservées sur le génome du SARS-CoV-2 sont ciblées, la RdRp, le
géne de la protéine E, et le géne de la nucléocapside N, en utilisant des amorces spécifiques.
Les tests antigéniques visent a identifier la présence d’antigenes du SARS-CoV-2 en utilisant
une matrice (généralement sous forme de test ELISA) contenant des anticorps spécifiques
(anti-S et anti-N). Les tests sérologiques ou immunologiques détectent les anticorps IgG, IgM
et IgA grace a une matrice contenant des antigénes du SARS-CoV-2 (les protéines S, ou N
généralement)(Alpdagtas et al. 2020; Azzi et al. 2021; Corman et al. 2020; Tré-Hardy et al.
2021).
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Figure 19: Symptomes et indicateurs de gravité de la COVID-19 avec indicateurs
physiologiques et méthodes de détection. (Guo et al. 2020)
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Ces trois tests doivent étre utilisés sur un certain laps de temps pour pouvoir étre
fiables. En effet, comme on peut le voir dans la figure 12 il a été montré que les différents
marqueurs d’infection apparaissent a différents temps aprés la contamination et
disparaissent aprés un certain temps (Caruana et al. 2020; La Marca et al. 2020; Sethuraman,
Jeremiah, et Ryo 2020). L’ARN viral n’est détectable dans les prélévements nasopharyngés
que dans les 5 a 7 jours aprés contamination et jusqu’a 20 jours en moyenne (avec des
maxima a 37 jours) (He et al. 2020). Cela indique bien sir la possibilité de faux négatifs si le
test est réalisé trop tot, mais aussi la possibilité de faux positifs si le test est réalisé trop tard,
car méme si de 'ARN est détecté au-dela de 15 jours post-contamination, la quantité de
particules virales infectieuses est quasi nulle, on est alors dans le cas d’une personne
convalescente en phase de guérison. De méme, la réalisation de tests immunologiques est
inutile avant 10 jours post symptémes car la majorité des patients ne seront pas positifs au
IgM et IgG avant 10 jours voire 14 jours (Nicol et al. 2020). Enfin, la détection des antigenes
se fait quant a elle dans un temps précoce aprés contamination, au moment du début des
symptomes.

Malheureusement la phase majeure de propagation du SARS-CoV-2 étant pré
symptomatique, il est difficile méme avec des tests a grande échelle et un rendu de résultats
rapide, d’isoler les personnes positives a temps. Cela n’avait pas été un probleme lors de
I’épidémie de SARS-CoV en 2003, car la phase de contagion du virus débutait aprés
I'apparition des symptoémes, il était donc plus facile d’identifier et d’isoler les patients
atteints avant propagation (He et al. 2020). D’autant plus que dans le cas de SARS-CoV-2, on
estime que la moitié des contaminations proviendrait de cas asymptomatiques pouvant
guand méme transmettre le virus (Johansson et al. 2021). L’aggravation rapide de I'épidémie
a I’échelle mondiale a donc poussé nombre de pays a opter pour des restrictions a I'échelle
nationale : confinement, quarantaine, port de masque, et restriction de rassemblement

(Howard et al. 2021).
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4 — Vaccins et traitements

4.1 Les vaccins

Les vaccins ont toujours été un trés bon moyen de prévention contre les maladies
virales. Face a la pandémie de SARS-CoV-2, il a été nécessaire de rapidement développer des
vaccins efficaces. Généralement, pour un nouveau vaccin, les différentes étapes du
lancement administratif de la phase | jusqu’au résultat de la phase IV puis la mise sur le
marché, prennent une dizaine d’années. En 2020, face a I'urgence sanitaire, des mesures ont
été prises pour accélérer le processus. Ainsi la durée des essais cliniques a pu étre réduite a
environ 18 mois au lieu de 6 a 10 ans (Tregoning et al. 2020), avec des autorisations
anticipées de mise sur le marché. D’autres part, la mise au point des vaccins contre le SARS-
CoV-2 a bénéficié d’avancées technologiques exceptionnelles, telle que la production de
vaccin a ARNm. Cette technologie avait été récemment appliquée pour la création de vaccins
ARNm contre le virus de I'immunodéficience humaine (NCT05001373) et contre le cancer

(NCT04526899).

4.1.1 Les différentes catégories de vaccins

Différentes stratégies vaccinales ont rapidement été étudiées dés le début de la
pandémie de SARS-CoV-2 (Figure 21). Certains vaccins sont encore dans leur derniére étape
d’essai clinique avant d’étre approuvés, mais la majorité a déja terminé la phase 2/3 avec
succes et ils sont actuellement utilisés pour vacciner les populations. On compte a ce jour
plus de 2,6 milliards de vaccinés (tous vaccins confondus, vaccination compléete) dans le
monde. Nous allons présenter ici une liste non exhaustive des vaccins les plus aboutis a ce

jour.
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a) Les vaccins a vecteur viraux

Les vaccins a vecteurs viraux utilisent un autre virus non réplicatif pour transporter
du matériel génétique ou des protéines appartenant au virus d’intérét. Plusieurs vaccins
contre le virus SARS-CoV-2 a base d’adénovirus ont été élaborés et ont obtenu |'autorisation
de mise sur le marché.

Le vaccin AZD1222 ou ChAdOx1 nCoV-19 développé par AstraZeneca et |'Université
d’Oxford contient le géne de la protéine S dans un vecteur adénovirus de chimpanzé (Alturki
et al. 2020). De précédents travaux utilisant le méme vecteur pour élaborer un vaccin contre
le MERS-CoV a fourni un gain de temps lors de la mise au point de ce nouveau vaccin contre
le SARS-CoV-2 (Alharbi et al. 2017; Folegatti et al. 2020). Il est 100% efficace dans la
prévention des formes graves, et 55% a 81% efficace dans la prévention de toute forme
symptomatique (Tregoning et al. 2021). Toutefois, un essai clinique a montré une efficacité
de seulement 10% contre le variant Beta B 1.351 (Afrique du Sud) (Y. Li et al. 2021; Madhi et
al. 2021). Il est distribué dans 184 pays et non distribué aux Etats Unis, en Russie, et en Chine,
bien que certains 'aient fortement régulé voire abandonné a cause d’effets secondaires
légerement plus importants que pour les autres vaccins disponibles.

Le vaccin dose unique JNJ-78436735 de Johnson & Johnson utilise un vecteur
adénovirus humain Ad26 codant pour la protéine S du SARS-CoV-2, il a montré 66%
d’efficacité pour la préventions des formes symptomatiques, et est 85,4% efficace dans la
prévention des formes graves (Y. Li et al. 2021; Tregoning et al. 2021). Distribué dans 50 pays
en Amérique, Europe et Afrique.

Le vaccin Ad5-nCoV de CanSinoBiologicals est un vaccin a dose unique utilisant
comme vecteur I'adénovirus humain Ad5 non réplicatif, codant pour la protéine S du SARS-
CoV-2. L'utilisation du vecteur Ad5 fu précédemment mis au point lors de travaux sur un
vaccin contre le MERS-CoV (Guo et al. 2015; Kim et al. 2014). Les essais cliniques indiquent
une efficacité dans la préventions de cas symptomatiques de 65,7% a 74,8% et une
protection de plus de 90,98% pour les cas graves (Funk, Laferriere, et Ardakani 2021). Trés
peu d’informations sont disponibles en dehors des résultats d’essais cliniques. Il est
actuellement distribué au Mexique, Pérou, Argentine, Chine, Pakistan et en Malaisie (Y. Li et

al. 2021; Tregoning et al. 2021).
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Enfin le vaccin Sputnik V, développé par Gamaleya Research Institute, utilise deux
adénovirus humains comme vecteurs, rad26 et rad5, en injections séparées dans le but de
contourner une éventuelle immunité contre le vecteur du vaccin. Chacun des deux vecteurs
code pour la protéine S du SARS-CoV-2. Il est efficace a 92% pour la prévention de forme
symptomatique, mais tres peu de données sont disponibles quant a son efficacité contre les
formes graves et les variants (Y. Li et al. 2021; Logunov et al. 2021; Tregoning et al. 2021). Il

est actuellement distribué dans 46 pays.

b) Les vaccins nucléotidiques

Vaccins a ARNm

Les vaccins a ARN messager (ARNm) sont une nouvelle technologie qui a fait son
apparition avec la pandémie de COVID-19. Le principe est d’encapsuler un ARNm codant
pour une ou plusieurs protéines du virus d’intérét dans des nanoparticules lipidiques.

Deux vaccins a ARNm particulierement efficaces ont été développés simultanément.
Il s’agit d’'une part du vaccin BNTI162 de Pfizer BioNTech qui est constitué d’une
nanoparticule lipidique encapsulant TARNm de la protéine S. Il est efficace a 95% dans la
prévention de forme symptomatique et entre 95,3 et 100% pour les forme graves (Y. Li et al.
2021; Tregoning et al. 2021). Il est distribué dans 125 pays, en Amérique, Europe et Océanie.

D’autre part, un vaccin trés similaire est le mRNA-1273 de Moderna, un vaccin basé
sur le méme principe que celui de Pfizer BioNTech. Il est efficace a 94% dans la prévention
de forme asymptomatique et a 100% pour les formes graves (Y. Li et al. 2021; Tregoning et
al. 2021). Il est distribué dans 72 pays, en Amérique et en Europe majoritairement. Dans les
deux cas, les ARNm sont synthétisés avec des pseudo-uridines au lieu d’uridines, ce qui
permet a 'ARNm d’échapper au systéme immunitaire et d’étre traduit en protéine avant
gue les ARN soient détruits par la cellule.

Un autre vaccin a ARN a été développé par CureVac. Dans ce cas, il s’agit d’ARN viral
non modifié, codant également la protéine S. Ce vaccin a donné des résultats décevants en

essai clinique avec une efficacité de 48% (Kremsner et al. 2020).
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Vaccins a ADN

Le vaccin a ADN de Inovio, utilise aussi une stratégie visant a présenter un antigéne
sous forme nucléotidique spécifique du virus d’intérét. Cette fois-ci sous forme d’ADN
codant la protéine S dans un plasmide (pVax). Cette technique avait déja été utilisée pour un
vaccin contre le MERS CoV INO-4700 (Alturki et al. 2020; Muthumani et al. 2015) et avait
montré des résultats encourageants in vivo en modeéle animal mais aussi lors d’essais
cliniques de phase 1 qui se sont terminés en 2019 (Modjarrad et al. 2019). Contre le SARS-
CoV-2, le vaccin INO-4800 utilise le méme principe. L’essai clinique de phase 2/3 a débuté en

novembre 2020 (NCT04336410) (Y. Li et al. 2021) et n’est pas encore disponible.

c) Les vaccins a virus entier

Une autre stratégie est celle des vaccins inactivés ou atténués. Le vaccin utilisé
correspond au virus d’intérét préalablement inactivé par un traitement chimique ou
thermique. Deux vaccins de fabrication chinoise utilisent cette stratégie. Le vaccin
CoronaVac de Sinovac Biotech est un virus SARS-CoV-2 inactivé au Beta-propiolactone. Son
efficacité varie de 50,7% a 91% dans la prévention des formes symptomatiques en fonction
des pays. Malgré cette faible efficacité, ce vaccin a été autorisé a la commercialisation dans
41 pays (Y. Li et al. 2021; Tregoning et al. 2020, 2021).

Le vaccin BBIBP-Corv de Sinopharm et I'Institut de Wuhan, est un autre vaccin
inactivé chimiquement. Montrant 78% d’efficacité dans la prévention de forme
symptomatique et 79% dans la prévention de forme grave (Y. Li et al. 2021; Tregoning et al.
2021) et tres peu de données sont disponibles en dehors des essais cliniques publiés. Il est

distribué dans 71 pays, en Asie, Afrique et Amérique du sud.
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d) Autres types de vaccins

Des vaccins de type protéique ont également été développés. Dans ce cas, il s’agit
d’injecter directement la protéine antigénique (ici la protéine Spike des coronavirus
compléte ou partielle) afin de produire des anticorps.

L'utilisation comme vaccin contre le MERS-CoV de nanoparticules (micelle
amphiphilic) présentant la protéine S du MERS-CoV avec la protéine M de matrice comme
adjuvant a été envisagée. Les résultats montrent I'apparition d’anticorps neutralisants chez
la souris (Coleman et al. 2014). Ce systeme est actuellement utilisé pour le vaccin NVX-
CoV2373 de Novavax contre le SARS-CoV-2. Le vaccin NVX-CoV2373 de Novavax, présente la
protéine S recombinante du SARS-CoV-2 encapsidé dans une nanoparticule avec comme
adjuvant la protéine M du SARS-CoV-2. Il a montré une efficacité de 89% dans la prévention
de forme symptomatique et de 100% contre les formes graves (Y. Li et al. 2021; Tregoning et
al. 2021). ll sera distribué aux Etats-Unis, en Europe et en Asie fin 2021.

Le vaccin EpiVacCorona développé par le « VECTOR Center of Virology » en Russie,
est un vaccin protéique présentant plusieurs épitopes de la protéine S du SARS-CoV-2
fusionné a une protéine de transport (Pollet, Chen, et Strych 2021). Les essais cliniques sont

actuellement en cours (NCT04780035).
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Figure 22 : Capture d’écran du site Nextstrain au 10 septembre 2021.
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d’infection. https://nextstrain.org/ncov/gisaid/global
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4.1.2 Les variants

Le SARS-CoV-2, originaire de la région de Hubei en Chine, s’est rapidement propagé a
travers le monde. Une premiére séquence virale a été déposée dans les banques de données
internationales le 29 janvier 2020. Au fur et a mesure de I'évolution de I'épidémie, des
centaines de nouvelles séquences virales ont été collectées a travers le monde, montrant
I’évolution du virus. Bien que le taux de mutation du génome des coronavirus soit faible
grace a la fonction exonucléase de leurs polymérases, leur taux élevé de réplication et leur
capacité a réarranger leur génome lors de la réplication va contribuer a un taux d’apparition
de variants élevé comparé aux autres virus ARN (estimé a 104 mutations par an par site)
(Ghosh et Malik 2020). Toutefois, les mutations sont observées a grande échelle uniquement
si celles-ci conférent un gain de « fitness », c’est-a-dire un avantage par rapport aux autres
virus, comme par exemple la capacité de se répliquer plus rapidement, en plus grande
quantité, de mieux lier le récepteur, etc.

En fonction de la « dangerosité » potentielle de ces variants, ils ont été classés
« variant of concern (VOC) » ou « variant of interest (VOI) » par I'OMS. Les VOC sont des
variants actuellement rigoureusement surveillés a cause du risque plus important de
propagation et de devenir le variant majoritaire dans certaines régions ou pays. Les VOI sont
surveillés car ils sont a risque potentiel de propagation. Grace au séquencage haut débit,
c’est la premiére fois que I'on peut suivre « en direct » et au niveau mondial I’évolution d’un
virus. Plusieurs bases de données collectent les séquences qui sont accessibles en « open
access » comme le site « Nextstrain », donnant une vue d’ensemble sur I'arrangement
phylogénique des variants entre eux, le taux d’incidence par pays, ainsi que la prévalence de
chaque variant au niveau mondial (Figure 22). On peut d’ailleurs y observer que le variant
Delta correspond a 90% des nouvelles infections depuis aolt 2021. Les VOC et les VOI
présentent des mutations de la protéine S qui rendent le virus plus infectieux notamment en
lui permettant de mieux s’attacher au récepteur cellulaire mais également engendrant des
changements de conformation potentiels de la protéine S induisant un échappement aux
anticorps neutralisants (Lazarevic et al. 2021) (Figure 23). Les VOC ont été récemment

renommeés alpha, beta, gamma, delta (Table 3).
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Table 3 : Liste des variants VOC et VOI par I'OMS.
https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/

Variant of Concern (VOC)

WHO label Lineage Origin

Alpha B.1.1.7 UK Sept-2020

Beta B.1.351 South Africa May-2020
Gamma P.1 Brazil Nov-2020
Delta B.1.617.2 India Oct-2020
Variant of interest (VOI)

WHO label Lineage Origin

Epsilon B.1.427/429 USA Mars-2020
Zeta p.2 Brazil Apr-2020

Eta B.1.525 Multiple Dec-2020
Theta P.3 Philippines Jan-2021
lota B.1.526 USA Nov-2020
Kappa B.1.617.1 India Oct-2020
Lambda C.37 Peru Dec-2020

Mu B.1.621 Colombia Jan-2021
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https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/

Le premier VOC détecté est le B1.1.7 renommé variant alpha, détecté en septembre
2020 au Royaume-Uni et en Afrique du Sud. Il contient des mutations dans la protéine S
(N501Y, K417N et E484K), présente dans tous les nouveaux variants actuels (loannou et al.
2021:7; Rouchka, Chariker, et Chung 2020) ainsi que chez le variant Beta identifié en Afrique
du Sud nommé B1.351 ou 501Y.V2 (Davies et al. 2021; Tegally et al. 2021). D’autres variants
ont aussi été détectés au Brésil, nommé P1 ou B1.1.248 ou variant Gamma et possédant
aussi les mutations citées précédemment a la différence d’'une mutation K417T et non
K417N (Khan et al. 2021). Et trés récemment en Inde, le variant B.1.617.2 ou Delta qui
posséde les mutations présentes dans le variant Brésilien et Sud-Africain(Rahimi et Talebi
Bezmin Abadi 2021; Yadav et al. 2021). Ce dernier variant Delta s’est propagé a travers le
monde et est devenu majoritaire au cours de I'été 2021 comme il avait déja été observé
courant mars 2020 lors qu’un variant européen a pris I'avantage sur la souche d’origine
asiatique (Korber et al. 2020). Si ces mutants ont effectivement un gain de fonction
permettant une propagation plus efficace que la souche d’origine, il est encore difficile de

dire avec certitude s’il y a des différences majeures dans les pathologies observées.

4.1.3 Efficacité des vaccins par rapport aux variants
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Figure 24 : Réduction de I'efficacité de la neutralisation de pseudoparticles correspondant a
chaque variants par des sérums de patients vaccinés par le vaccin BNT162 ou mRNA-1273
(Garcia-Beltran et al. 2021).

L'apparition de nouveaux variants possédant des mutations de plus en plus diverses
sur la protéine S réduit le taux de neutralisation par les anticorps générés par les vaccins
(Figure 24). Cependant, ces études de neutralisation sont réalisées a partir de sérums de

patients contaminés et des pseudovirus et ne peuvent donc évaluer que |'efficacité de
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I'immunité humorale et non I'immunité cellulaire (Garcia-Beltran et al. 2021). Bien que les
nouveaux variants échappent plus facilement a la neutralisation, plusieurs vaccins
maintiennent un niveau de protection a plus de 90% contre les formes graves et les
hospitalisations (Gémez, Perdiguero, et Esteban 2021; Tregoning et al. 2021).

En outre, les vaccins permettent de ralentir la propagation du virus, car il a été
montré que des individus vaccinés contaminés avaient un risque réduit de transmettre le
virus par rapport aux individus non vaccinés (Harris et al. 2021; Levine-Tiefenbrun et al.
2021). Ceci n’est pas totalement le cas face a certains variants. En effet, pour les vaccins les
plus distribués, comme BNTI162, mRNA-1273 et AZD1222, il a été observé qu’ils étaient
moins efficaces pour contrer l'infection par le variant delta, avec un taux d’efficacité
respectif de 53.5% a 88%( BNTI162), 50.6% a 84.8% (mRNA-1273), 60% a 67% (AZD1222)
apres deux doses (Lopez Bernal et al. 2021; Nanduri et al. 2021; Tang et al. 2021; Tregoning
et al. 2021). Globalement on remarque une tendance de perte d’efficacité face au variant et
celle-ci semble étre d’autant plus importante chez les individus plus agés (Nanduri et al.
2021).

Bien que les vaccins aient été sujets a polémique en raison d’effets secondaires
observés a caractére potentiellement grave, comme par exemple les thromboses causées
par la capacité de la protéine S du SARS-CoV-2 a agréger les plaquettes (Schultze et
Aschenbrenner 2021), des études récentes ont montré que tout effet néfaste observé lors
d’une vaccination était 2 a 5 fois plus présent lors d’'une infection par le SARS-CoV-2 chez un
individu non vacciné (Hippisley-Cox et al. 2021). Les vaccins sont donc un atout majeur
contre les infections au SARS-CoV-2 malgré I'apparition de nouveaux variants résistants a la
neutralisation. Malheureusement, il semble peu probable de réussir a obtenir une immunité
de masse capable d’éradiquer le virus comme ce fut le cas pour la variole et la poliomyélite.
En effet, pour qu’un tel scénario se produise, il faudrait que le vaccin soit capable de bloquer
totalement I'entrée du virus et/ou sa transmission, or nous savons maintenant que les
individus vaccinés sont capables d’étre contaminés et de transmettre le virus. Cependant le
vaccin réduit fortement la sévérité de la maladie et ralentit quand méme sa propagation.
Ainsi une couverture vaccinale suffisante couplée a une immunité naturelle forte des
patients convalescents (Gazit et al. 2021), pourraient permettre d’avoir une population
suffisamment immunisée pour fortement réduire le nombre d’hospitalisations et la
circulation du virus (Lipsitch et al., 2020; Randolph and Barreiro, 2020; Aschwanden, 2021).

Toutefois, un grand nombre d’individus ne sont pas encore vaccinés et une partie refuse de
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I’étre, ce qui retarde ce seuil d'immunité et tout retard permet |'apparition de nouveaux

variants moins affectés par les vaccins, retardant encore plus la fin de la pandémie.
4.2 Les traitements utilisés en thérapie clinique

Les différentes épidémies de coronavirus ont montré la nécessité de développer des
antiviraux spécifiques a cette famille de virus. Les premieres études ont commencé a la suite
de I’épidémie de SARS-CoV en 2003, mais la plupart des efforts de recherche se sont ralentis,
voire arrétés en 2004. L'apparition du MERS-CoV a relancé les recherches et a permis le
lancement des premiers essais cliniques pour certains antiviraux et vaccins. Ces mémes
antiviraux, qui avaient déja été testés in vitro, in vivo, et utilisés dans certains essais cliniques,
sont actuellement en cours de test contre le nouveau coronavirus SARS-CoV-2 bien que la
recherche de nouveaux antiviraux continue.

En I'absence d’antiviraux spécifiques contre le SARS-CoV-2, les traitements contre les
individus pris en charge pour cas de COVID-19 modéré et sévére consiste au soulagement
des symptdmes. Les patients hospitalisés sont soit en 2° phase de COVID (modéré avec
possibilité d’hypoxie), soit en phase 3 (ARDS et hyper-inflammation). La prise en charge des
patients consiste tout d’abord en une oxygénothérapie. Lorsque le sang n’est plus
suffisamment ni correctement saturé en oxygéne, (normalement au-dessus de 95%) a cause
des dégats sur le tissu pulmonaire causés par I’hyper-inflammation, les patients requiérent
un apport extérieur d’oxygene (Aguilar et al. 2020; Celejewska-Wajcik et al. 2021). Cet
apport d’oxygene peut se faire par sonde nasale, masque a oxygene, intubation trachéale,
ou ventilation mécanique invasive selon la sévérité de la détresse respiratoire. Cette
oxygénation peut dans certains cas étre prolongée dans les cas « post-covid » une fois
I’hyper-inflammation résolue, si les séquelles de celle-ci sont trop importantes, afin d’aider
le patient le temps du rétablissement complet (Ray et al. 2021).

L'ARDS étant provoqué par ['hyper-inflammation dans les poumons, ['état
d’oxygénothérapie est souvent accompagné de traitements anti-inflammatoires, par
exemple des corticostéroides telle que la dexamethasone qui a montré une réduction de la
mortalité lors d’essais cliniques sur des patients atteints de COIVD sévere (29,3% de taux de
mortalité dans le groupe dexamethasone contre 41,4% dans le groupe contréle) (The
RECOVERY Collaborative Group 2021). Cependant la dexamethasone n’a montré aucun
bénéfice lors d’une administration chez des cas de COVID modéré (sans hyper- inflammation)

(Ahmed et Hassan 2020; The RECOVERY Collaborative Group 2021).
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D’autres approches comme [‘utilisation d’immuno-modulateurs, comme

Tocilizumab, un anticorps ciblant les récepteurs a I'lL6, sont aussi utilisés pour traiter la
phase d’hyper inflammation. Toutefois il semblerait que le Tocilizumab n’améliore pas le
taux de survie des patients en phase 3 mais réduirait les chances de transition d’une phase 2
vers une phase 3 (Salama et al. 2021; Stone et al. 2020; Toniati et al. 2020). La colchicine,
molécule anti-inflammatoire possédant un effet plus faible que la dexamethasone mais sans

effet secondaire immunosuppresseur, est aussi envisagée comme alternative pour traiter les

patients hospitalisés (Reyes et al. 2021).

Stratégie d’identification ciblée

Cibles : Protéases virales,
polymérase, autres.

Criblage de I'activité enzymatique
Criblage par utilisation de fragments
Conception de molécules d’apres la
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Figure 25 : Stratégies d’identification des antiviraux.
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4.3 Les stratégies d’identification des antiviraux

Plusieurs stratégies peuvent étre mises en place pour identifier des antiviraux. Elles
se divisent en deux catégories, soit ciblées (sur une activité enzymatique virale par exemple,
protéase, polymérase, ...), soit cellulaires (sans cible définie, en essayant d’inhiber le cycle
infectieux) (Figure 25).

La stratégie d’identification ciblée consiste a identifier des composés inhibant
directement des protéines virales indispensables a I'infection. Si la protéine en question est
une enzyme, cela revient a rechercher des composés capables de bloquer cette activité
enzymatique. Ce genre de crible peut étre fait in silico, en mettant en contact 'enzyme cible
avec les composés d’intérét et en mesurant la réduction de I'activité enzymatique.

Une autre méthode, l'identification par fragments (frangment-based discovery)
consiste a cribler une banque de petits composés (les fragments) contre des cibles protéine
virale, afin d’identifier un composé capable d’interagir avec les cibles choisies. Une fois le
fragment identifié, il est possible de créer chimiquement un composé stable a partir de celui-
ci, dans le but de créer un composé antiviral (Li 2020). La recherche via interaction
structurale est basée sur le méme principe mais utilise des composés déja complets, ce
genre de criblage peut se faire virtuellement par interaction simulée sur ordinateur a
condition de connaitre la structure des différents composés et de leur cible (Chen, de Bruyn
Kops, et Kirchmair 2017; Parks et Smith 2020). Une fois les composés d’intérét identifiés, il
est nécessaire de vérifier leurs effets dans un modele infectieux contre le virus entier.

La stratégie de recherche cellulaire, consiste a cribler des composés candidats
directement grace a un systéme rapporteur comme le virus d’intérét, ou un virus rapporteur,
ou un réplicon ou des VLP (« virus like particules ») dans le but d’identifier une molécule
capable d’inhiber le cycle viral sans pour autant avoir une cible définie. Etant donné que
cette méthode identifie des molécules dans un contexte infectieux, il y a moins d’étapes de
vérification nécessaires comparé a la stratégie d’identification ciblée. Cependant d’autres
expérimentations peuvent avoir lieu afin d’élucider le mécanisme d’action des molécules

identifiées dans le crible.
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Figure 26 : Temporalité de la pathologie de la COVID-19 pour I'administration d’antiviraux et
d’immunomodulateurs (Sundararaj Stanleyraj et al. 2021)
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Une fois les molécules d’intérét identifiées, d’autres études in vivo sur animaux ou
cliniques sur 'lhomme, auront pour but d’établir la meilleure voie d’administration, le
meilleur dosage pour éviter tout effet secondaire et surtout le moment précis ou la molécule
devra étre administrée par rapport au déroulement de la maladie (Figure 26). En effet une
méme molécule antivirale peut avoir un effet contraire si mal administrée : dans I'exemple
de la COVID-19, un administration d’anti-inflammatoire lors des étapes précoces de la
pathologie pourrait exacerber I'infection virale, alors qu’une administration dans les phases
tardives de la maladie, lorsque la charge virale est faible ou nulle et que I'auto-inflammation
est trés importante, peut sauver la vie du patient (Sundararaj Stanleyraj et al. 2021).

Une large base de données a été créée recensant toutes les molécules identifiées
comme antivirales contre le SARS-CoV-2 in vivo, in vitro et in silico. Cette base de données
quasi exhaustive donne des informations sur la qualité de lidentification de chaque
molécule, a savoir s’il s’agit uniquement d’une identification lors d’un crible, d’une étude
mécanistique approfondie, ou de test in vivo et essai clinique abouti (Figure 27) ((Kuleshov et
al. 2020)). Ainsi, a ce jour 17 cribles CRISPR-Cas9 ont été réalisés, et 2583 molécules ont été
identifiées comme ayant une activité contre le SARS-CoV-2, des chiffres en constante
augmentation.

Il est possible a partir de molécules dont I'effet antiviral est déja avéré, de modifier
chimiguement leur structure pour améliorer leur effet antiviral, par exemple en augmentant
leur stabilité, leur affinité avec leur cible et réduire les risques d’apparition de résistance.
Enfin, il est possible de créer des molécules de novo en utilisant comme modele des

molécules déja connues possédant un effet antiviral.
4.4 Le repositionnement de médicaments existants

Certains antiviraux suffisamment décrits dans la littérature avant 'apparition du
SARS-CoV-2 ont été les premiers testés en essai clinique pour lutter contre la pandémie.
D’autres médicaments disposant d’autorisation de mise sur le marché ont également été
testés dans une stratégie de « repositionnement ». Dans la quasi-totalité des cas, I'efficacité

de ces molécules n’a pas été prouvée par les essais cliniques.
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.. The COVID-19 Drug and Gene Set Library

A collection of drug and gene sets related to COVID-19 research contributed by the community
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Figure 27 : « The COVID-19 Drug and Gene SET library », site en ligne regroupant une liste
quasi exhaustive de composés identifiés pour avoir un effet antiviral contre le SARS-CoV-2.
https://maayanlab.cloud/covid19/
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L’hydroxychloroquine est un antiparasitaire utilisé contre le paludisme,
précédemment identifié lors de criblage contre le MERS-CoV (de Wilde et al. 2014). Elle a
récemment montré un effet inhibiteur contre le SARS-CoV-2 (Gendrot et al. 2020; Yao et al.
2020) in vitro et contre d’autres virus (Yan 2013). D’autres antiparasitaires comme la
ferroquine et la chloroquine ont été testés mais sont moins efficaces que
I’hydroxycholoroquine (Gendrot et al. 2020). Dans un contexte hors parasite,
I’hydroxychloroquine joue un réle antiviral indirect en inhibant la voie d’endocytose des
cellules, réduisant ainsi l'infection virale. Toutefois comme le SARS-CoV-2 utilise
principalement la voie d’entrée membranaire avec la protéase TMPRSS2 in vivo, et non la
voie endosomale, les nombreux essais clinigues n’ont montré aucune efficacité de
I’hydroxychloroquine chez ’homme (Abella et al. 2021; Johnston et al. 2021; Ou et al. 2021;
Sun et al. 2020)

Le remdesivir, ou GS 5734, est un analogue nucléotidique initialement étudié contre
le virus Ebola (Tchesnokov et al. 2019). Il s’agit d’un inhibiteur de la réplication virale. Une
fois métabolisé par I'organisme en une forme triphosphate, il va s’incorporer dans I’ARN viral
et bloguer la réplication en inhibant la polymérase virale RdRp. Il s’est montré efficace in
vitro et vivo sur plusieurs coronavirus (MERS-CoV, SARS-CoV, 0C43, HCoV-299E, SARS-CoV-2)
(Brown et al. 2019; Choy et al. 2020; Gordon et al. 2020; Sheahan et al. 2017, 2020). Il a été
montré, dans un modele de souris infectées par le MERS-CoV, qu’une mutation dans la RdRp
du virus modifiant sa fonction exonucléase pouvait rendre le virus résistant a cet antiviral,
mais avec une grande perte de fitness et de réduction de la sévérité de la maladie (Agostini
et al. 2018). Les essais cliniques avec le remdesivir ont indiqué une légere amélioration de
I’état de santé des patients avec COVID modéré et une décharge hospitaliere plus rapide,
mais aucune amélioration chez les cas séveres ni baisse du taux de mortalité (Al-Abdouh et
al. 2021; Beigel et al. 2020; Lai et al. 2021; Skipper et al. 2020; Y. Wang et al. 2020)

La ribavirine, un autre analogue nucléotidique a large spectre, a été testée contre le
SARS-CoV-2 et le MERS-CoV. Etant beaucoup moins efficace que le Remdesivir (100 fois
moins dans le cas du SARS-CoV-2), l'utilisation de cette molécule a rapidement été
abandonnée (Ghanbari et al., 2020).

La combinaison lopinavir/ritonavir est un traitement utilisé pour traiter le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH), il s’agit d’inhibiteurs de protéases. Il a été observé que
ces molécules étaient capables d’inhiber la 3CLpro de SARS-CoV-2, ce qui a mené a lancer
des essais cliniques pour son éventuelle utilisation dans le traitement de la Covid-19. Ceux-ci
n‘ont pas démontré une grande efficacité de lopinavir/ritonavir a réduire le temps
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d’hospitalisation et le taux de mortalité, bien qu’une étude indique une réduction de
I'apparition de symptomes séveres (Cao et al. 2020; Osborne et al. 2020). D’autres drogues
anti VIH comme le danoprevir et le nelfinavir ont montré une efficacité a inhiber la protéase
3CLpro du SARS-CoV-2, d’autres études sont nécessaires pour évaluer |'efficacité de ces
molécules avec ou sans combinaison (H. Chen et al. 2020; Ghanbari et al. 2020).

L'ivermectine, une drogue antiparasitaire a spectre large, approuvée par la « Food
and drug administration » (FDA)(Gonzédlez Canga et al. 2008), a montré des propriétés
antivirales in vitro contre le VIH, la dengue, le virus du Nil occidental, et d’autres virus ARN
(Caly et al. 2020; Tay et al. 2013; Wagstaff et al. 2012). Le mécanisme proposé pour |'effet
antiviral de I'ivermectine est I'inhibition de I'import nucléaire par inhibition de I'importine
alpha/beta (Kosyna et al. 2015). Dans le cas des coronavirus, cette inhibition empécherait les
protéines accessoires de rentrer dans le noyau et de jouer un réle inhibiteur du systéme
immunitaire inné cellulaire par la voie STAT. Une autre hypothese est qu’il s’agit d'un effet
indirect lié aux propriétés anti-inflammatoires de I'ivermectine. Chez les patients atteints de
COVID-19 modéré, les essais clinigue montrent que l'invermectine n’a qu’une légere
réduction des symptomes et une amélioration de la vitesse de guérison de la perte de golt
et odorat (Chaccour et al. 2021; Shahbaznejad et al. 2021). Toutefois aucune différencen’ a
été observée chez les cas séveres ou pour le taux de mortalité (Abd-Elsalam et al. 2021;
Lépez-Medina et al. 2021).

D’autres composés antibiotiques possédant, dans certaines conditions, une propriété
antivirale a spectre large comme la doxycycline et I'azitrhomycine ont été testées en essais
cliniques en combinaison avec des molécules citées plus haut. Dans le cas de
I’hydroxychloroquine combinée a I'azitrhomycine, une augmentation de la mortalité a été
observée (Fiolet et al. 2021). La combinaison doxycycline et ivermectine permet une
guérison plus rapide chez les cas modérés et réduit les risques de progression vers un COVID
sévere (Mahmud et al. 2021).

Etant donné I'absence d’effets bénéfiques pour les cas sévéres, et I'effet bénéfique
jugé trop faible pour les cas modérés comparés aux risques d’effets secondaires, les
traitements listés ci-dessus ne sont actuellement pas approuvés comme antiviraux contre le

SARS-CoV-2 et déconseillés par I’'OMS et I'EMA pour traiter les patients hospitalisés.
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4.5 Les antiviraux spécifiques des coronavirus

La recherche d’antiviraux spécifiques contre les coronavirus prend du temps. De
nombreux composés avaient déja préalablement été identifiés contre le SARS-CoV et le
MERS-CoV. Certains ont été a nouveau identifiés lors de crible contre le SARS-CoV-2.
L’activité antivirale de ces composés a été démontrée pour la plupart in vitro et in vivo dans
des modeéles animaux et, pour un certain nombre d’entre eux, sont au stade d’essai clinique.

Nous pouvons regrouper ces molécules selon |'étape du cycle viral ciblé.

4.5.1 Les inhibiteurs d’entrée

Les molécules identifiées comme inhibiteur de I'étape d’entrée vont cibler les

protéines d’enveloppe du virus et/ou les récepteurs cellulaires pour bloquer I'attachement.

a) Les anticorps monoclonaux

Certaines molécules comme les anticorps monoclonaux ont pu étre disponibles
rapidement. Les anticorps monoclonaux sont principalement des immunoglobulines de type
G, congus a partir des lymphocytes B récupérés dans des souris immunisées par la protéine
d’intérét ou dans du sang de patient convalescent. Les lymphocytes sont alors fusionnés
avec des mélanomes pour obtenir des lignées immortalisées produisant des IgG en continu.
Les anticorps sont alors criblés contre le virus entier et les lignées produisant les meilleurs
anticorps neutralisants sont sélectionnés pour étre amplifiés. Tout comme des anticorps
naturels, les anticorps monoclonaux sont capables de neutralisation mais aussi d’activer les
molécules du complément, d’aider a la phagocytose via leur fragment Fc et de cytotoxicité
cellulaire médiée par les anticorps (Pelegrin, Naranjo-Gomez, et Piechaczyk 2015). lls
peuvent aussi étre utilisés comme immuno-modulateurs lorsqu’ils ciblent un récepteur
cellulaire aux cytokines inflammatoires (Stone et al. 2020).

Les traitements utilisant des anticorps monoclonaux est une solution qui avait déja
été étudiée précédemment contre le SARS-CoV et le MERS-COV. Des efforts de recherche
ont été réalisés pour isoler des anticorps neutralisants ciblant spécifiquement la particule
virale et pouvant étre utilisés en tant que traitement thérapeutique. Des anticorps

monoclonaux, pouvant neutraliser le MERS-CoV avec une haute affinité ont été décrits (Ying
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et al. 2014). De plus, il a été montré que des anticorps issus de souris infectées par le MERS-
CoV avaient le méme pouvoir neutralisant que du sérum de patients convalescents (L. Wang
et al. 2018; Xu et al. 2019) Plusieurs thérapies a base d’anticorps ont été élaborées contre le
SARS-CoV-2.

Un mélange de 2 anticorps monoclonaux casirivimab et imdevimab, appelé
RegnCoV2 créé par Regneron et ciblant la protéine S, ont montré de trés bons résultats in
vivo sur des hamsters et singes, réduisant le titre viral et sans effet toxique (Baum et al. 2020)
et les effets ont été confirmés lors d’essais cliniques montrant une amélioration de taux de
survie chez les cas sévéres. Aucun effet n’est observé si le patient est déja immunisé (vaccin
ou réinfection) (Weinreich et al. 2021)

Le bamlanivimab a montré en essai clinique une réduction de la mortalité et des
risques d’hospitalisation lorsqu’il est pris en prophylaxie, en réduisant la sévérité des
symptomes(M. M. Alam et al. 2021; Chen et al. 2021).

Le RegnCoV2 et le bamlanivimab sont actuellement les 2 seuls traitements approuvés
par 'OMS et 'EMA pour traiter les cas séveres de COVID-19 a I'hopital. Malheureusement,
une étude récente a montré une apparition de résistance a I'anticorps bamlanivimab utilisé
en thérapie pour les variants Beta, Gamma et Delta. Il est donc urgent d’identifier de
nouvelles solutions thérapeutiques avant que de nouveaux variants totalement résistants

aux anticorps monoclonaux fassent leur apparition (Hoffmann et al. 2021).

b) Les antiviraux a action directe

D’autres molécules peuvent cibler directement la particule virale et provoquer une
déstabilisation de celle-ci. Empécher I'entrée du virus dans la cellule est une stratégie
nécessitant souvent la prise de la molécule dans les phases précoces de la maladie ou en
prophylaxie.

Les peptides « HR2P » sont dérivés du domaine HR2 de la protéine S. Ce peptide est
capable de se lier au domaine HR1, entrant en compétition avec le domaine HR2, bloquant
ainsi le changement de conformation de la protéine S nécessaire a |'étape de fusion. Les
résultats sur le SARS-CoV (Liu et al. 2004, Bosch et al. 2004), ont montré que l'utilisation d’un
peptide dérivé de HR2 était beaucoup plus efficace qu’un peptide dérivé de HR1. Le principe
a ensuite été appliqué avec succés contre le MERS-CoV, (Gao et al. 2013, Lu et al. 2014)
montrant aussi que le peptide HR2P pouvait bloquer la formation du complexe 6HB, et que

la modification du peptide par des résidus chargés peut stabiliser son interaction (Liang et al.
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2018). Le HR2P posséde une ICsq de 0,60 nM pour une CCsg de 40 uM (Liu et al. 2015; Xia et
al. 2014) et est efficace in vivo sur des souris humanisées (Channappanavar et al. 2015; Jiang
et al. 2015). Le HR2P a été testé contre le MERS-CoV en essai clinique en combinaison avec
des anticorps monoclonaux, réduisant I'infection de 90% (Wang et al. 2019). La méme
stratégie a été appliquée au SARS-CoV-2 (Kandeel et al. 2021; Outlaw et al. 2020; Xia et al.
2020) et a démontré une efficacité in vitro en épithélium primaire humain (VanPatten et al.
2020; Y. Zhu et al. 2020). Le peptide HR2P est un inhibiteur de fusion tres prometteur et un
traitement a base de HR2P sous forme de spray nasal est en cours de test pré-clinique au
CIRI de Lyon.

La surfactine est un peptide isolé de Bacillus subtilis qui posséde des propriétés
antibiotiques mais aussi antivirales. En effet, elle peut s’intégrer dans les membranes virales
et déclenche la disruption de celle-ci. L'effet semble étre similaire contre tous les virus
enveloppés dont les coronavirus (Johnson et al. 2019).

L'efficacité antivirale de peptides concus a partir du récepteur ACE2, capables de se
lier au RBD du domaine S1 et de bloquer I'attachement, a été démontrée contre le SARS-CoV
(Hu et al. 2005; Xiu et al. 2020). Ce principe a été appliqué au SARS-CoV-2 en créant un
peptide dérivé de ACE2 qui a montré une efficacité antivirale en empéchant l'interaction

entre le ACE2 cellulaire et le RBD (Larue et al. 2021; Panda et al. 2021; Souza et al. 2021)

c) Les antiviraux a cible cellulaire

A l'Inverse des peptides dérivé du récepteur ACE2, un peptide dérivé du domaine S1
peut se lier a ACE2 et bloquer également I'attachement par compétition avec le virus (Ho et
al. 2006). Aucune toxicité n’a été observée lors des études in vitro (Struck et al. 2012). Le
peptide artificiel MLN-4760 est le plus puissant inhibiteur d’ACE2 connu, avec une
concentration active de I'ordre du picomolaire, mais ses propriétés anti-coronavirus n’ont
pas encore été vérifiées (Xiu et al. 2020).

La chlorpromazine, un médicament antipsychotique, a montré des effets anti-
coronavirus contre le MERS-CoV (Dyall et al. 2014; de Wilde et al. 2014) et le SARS-CoV-2 in
vitro (Plaze et al. 2021). Elle inhibe I'entrée du SARS-CoV-2 en inhibant I'endocytose
clathrine-dépendant. Bien qu’assez toxique avec une Sl de 2,4, les études de biodisponibilité
ont montré une concentration dans les poumons de 20 a 200 fois supérieure au plasma

sanguin.
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Des molécules ciblant les protéases cellulaires comme la furine, les cathepsines, et

TMPRSS2, nécessaires pour déclencher I'étape de fusion, sont également en cours d’étude.

L’arbidol, un inhibiteur de fusion du virus de la grippe, commercialisé en Chine et en
Russie, est capable d’inhiber la fusion du SARS-CoV-2 (Xiu et al. 2020). La molécule ADS-J1 a
été identifiée par criblage comme inhibiteur de fusion des coronavirus MERS-CoV et SARS-
CoV (Chu et al. 2008; Zhao et al. 2013). Et le MDL-28170, un peptide inhibiteur des
cathepsines L, est capable d’inhiber I’entrée du SARS-CoV (Cannalire et al. 2020).

Le camostat, est une molécule inhibitrice des protéases TMPRSS2, qui a permis de
démontrer in vitro que les coronavirus MERS-CoV et SARS-CoV utilisent TMPRSS2 comme
voie d’entrée (Shirato et al. 2013). Cette molécule a été étudiée pour ses potentielles
utilisations thérapeutiques contre SARS-CoV-2. Bien que rapidement dégradée en 4-(4-
guanidinobenzoyloxy) phenylaceticacid (GBPA) cette nouvelle forme conserve ses propriétés
inhibitrices de TMPRSS2. D’autres études sont en cours pour déterminer I'utilité de cette
molécule (Hoffmann et al. 2020). De méme, le nafamostat a montré des propriétés
inhibitrices de TMPRSS2 contre le MERS-CoV et le SARS-CoV2, empéchant ainsi I'étape de

fusion a la membrane (Ghanbari et al. 2020).

4.5.2 Les inhibiteurs de la réplication

Certaines molécules ont été identifiées pour avoir une action inhibitrice plus tardive
dans le cycle de réplication du coronavirus, en ciblant I'étape de réplication au sens large.
Certains composés ciblent la premiére étape de la réplication, I'auto-clivage des poly
protéines ppla et pplab par les protéases PLpro et 3CLpro. L'inhibition de cette étape

empéche la formation du complexe de réplication.

a) Les antiviraux a action directe

De nombreux inhibiteurs des protéases PLpro et 3CLpro ont été identifiés lors de
plusieurs criblages de molécule, le X139 (Zumla et al. 2016) et le lopinavir/ritonavir
(de Wilde et al. 2014) sur le MERS-CoV, ce dernier a été testé en essais cliniques contre
SARS-CoV-2. De tres nombreuses molécules avec des propriétés inhibitrices des protéases
du coronavirus ont été identifiées par étude de docking et simulation 3D, ainsi que des tests
enzymatiques (Ghosh et Malik 2020). Plusieurs de ces molécules ont été testées en infection

virale sur cellule dans un contexte biologique in vitro, et certaines sont en essai clinique.
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Par exemple, le GC-376, les calpain inhibitor 1l et XIl, et le boceprevir ont été
identifiés par interaction simulée en spectrométrie de masse, puis ensuite vérifiée en
condition infectieuse (Ma et al. 2020)

Le dimethylamiloride, un composé chimique dérivé de la guanidine, est capable de se
fixer au 5’UTR des ARN du SARS-CoV-2, son mecanisme d’action sur d’autre virus a montré
qu’il empéchait la reconnaissance des IRES par les ribosomes et bloque la traduction.
Toutefois aucun test de cytotoxicité n’a encore été effectué pour cette molécule (Zafferani
et al. 2020).

Récemment une molécule a prise orale nommée PF-07321332 (paxlovid), issue
d’interactions simulées par ordinateur avec la protéase 3CLpro du SARS-CoV-2, a été
synthétisée et est actuellement en cours d’essai clinique par Pfizer (Pavan et al. 2021)
(NCT04756531).

Une autre nouvelle molécule a prise orale, le molnupiravir (aussi nommé EIDD-
2801/MK-4482 ou N*-hydroxycytidine) développée par Merck, est un analogue
nucléosidique en cours d’évaluation contre le SARS-CoV-2. Créé initialement contre la grippe
et I'hépatite C, cet antiviral est capable d’inhiber la réplication en s’incorporant dans I’ARN
viral nouvellement synthétisé par la RdRp a la place d’une cytidine ou d’une uridine
(Kabinger 2021). Il va ensuite s’apparier de maniere stable avec le nucléoside
complémentaire, empéchant ainsi la détection et la correction de I'erreur de réplication par
I’exonucléase des coronavirus. Le molnupiravir a montré son efficacité in vivo chez les
hamsters syriens et les furets (Abdelnabi et al. 2021; Cox, Wolf, et Plemper 2021). Lors des
essais cliniques de phase 1, il n’a montré aucun effet secondaire important chez 'lhomme et
une réduction significative de la charge virale lorsqu’il est administré oralement dans les 7
jours aprés le début des symptémes. (Fischer et al. 2021; Painter et al. 2021). Des essais
cliniques de phase 2/3 sont en cours sur des cohortes plus larges et devraient s’achever en

janvier 2022 (NCT04405739).
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b) Les antiviraux a cible cellulaire

La thérapie interféron a été étudiée dans le cas du SARS-CoV-2, en effet la capacité
du SARS-CoV-2 a inhiber la réponse interféron réduit fortement I'efficacité de I'immunité
innée en début d’infection. Les études cliniques ont montré qu’une administration
d’interféron de type béta 1b permet d’accélérer la guérison chez les cas modérés, mais n’ont
aucun effet chez les cas séveres qui en sont déja au stade d’hyper-inflammation (Alavi
Darazam et al. 2021; Rahmani et al. 2020).

La plitidepsine, un composé extrait de |’Ascidies aplidiumalbicans causant I'arrét du
cycle cellulaire et I'inhibition de la croissance tumorale et utilisé en cancérologie, a été
identifiée comme un inhibiteur du SARS-CoV-2. Cette molécule cible eEF1A est un facteur
cellulaire utilisé par de nombreux virus pour leur réplication. De ce fait, elle est capable
d’inhiber le SARS-CoV2 in vitro et in vivo en modeéle animal et a montré des résultats
encourageants en essais cliniques lors de sa phase 1/2, et sa phase 3 est en cours

(NCT04784559) (White et al. 2021).
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5 - Les plantes comme sources de médicaments

Certaines plantes sont utilisées pour leurs propriétés médicales depuis plusieurs
milliers d’années et sont une source de composés naturels non décrits pouvant posséder des
propriétés antivirales. A ce jour encore 80% de la population mondiale utilise et consomme

des plantes selon I'OMS (Dias, Urban, et Roessner 2012).

5.1 La médecine traditionnelle

La médecine traditionnelle est |'utilisation des plantes et produits naturels de
maniere brute (broyat et décoction de feuilles, racines...) dans le but de traiter des
symptémes pathologiques ou stimuler les défenses immunitaires (Yang et al. 2020), a la
différence de la médecine moderne qui utilise une molécule spécifique, qui peut étre
naturelle et issue des plantes. A ce jour, les pays asiatiques et principalement la Chine,
utilisent les médecines traditionnelles de fagcon courante et parfois méme en complément
de la médecine moderne. Ainsi, lors de I'épidémie de SARS-CoV-2, différents lots de plantes
et d’extraits ont été proposés pour soigner les différents stades de la COVID-19 (Ang et al.
2020; Yang et al. 2020) et ont été testés en essais cliniques, (S. Alam et al. 2021) montrant
une réduction de la durée de certains symptomes et une stimulation des lymphocytes T

CD8+ et CD4+.

5.2 Les molécules naturelles dans les médicaments

De nombreuses molécules utilisées actuellement en médecine moderne ont été
isolées dans les plantes. Par exemple, la morphine isolée de Papaver somniferum, I'aspirine
dérivée de la salicine, isolée a partir de I’écorce de Salix alba et I'artémisine, un médicament
contre la malaria qui est isolé de Artemisia annua (Dias et al. 2012). Bien s(r, il existe aussi
des composés ciblant des virus d’origine naturelle. Comme I'oseltamivir contre la grippe
(Newman et Cragg 2012). Ces molécules font partie des « métabolites secondaires » non
nécessaires a la croissance végétale mais présents dans un but précis (défense contre les
prédateurs, pigmentation, survie face a un environnement hostile) (Dias et al. 2012). Une
fois la molécule d’intérét identifiée, il est possible de la recréer synthétiquement et de Ila

modifier pour créer des analogues plus stables ou plus efficaces (Newman et Cragg 2012).
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5.3 Les stratégies pour identifier des molécules naturelles

Deux stratégies sont utilisées pour 'identification de composés naturels, la premiére
consiste en un criblage de banques molécules connues, de fagon identique au crible décrit
plus haut. La deuxieme consiste a cribler des extraits bruts de plantes, généralement
sélectionnées pour leur particularité ethnopharmacologique et leur utilisation en médecine
traditionnelle. Ces plantes peuvent aussi étre choisies a I'aveugle. Les extraits ainsi obtenus

sont soumis a un fractionnement bioguidé afin d’isoler le(s) principe(s) actif(s) (Figure 28)

(Bhuiyan et al. 2020).
5.3.1 l’ethnopharmacologie

L’ethnopharmacologie est I'étude de produit naturel a propriété médical dérivé des
plantes. Une grande partie des études d’ethnopharmacologie se fait sur les plantes utilisées
en médecine traditionnelle. la médecine traditionnelle comprend les connaissances,
compétences et pratiques utilisées dans le traitement, la prévention et le diagnostique de
maladies physiques et mentales au sein de différentes cultures. Ainsi lors de la recherche de
molécules antivirales, on peut se baser sur des études d’ethnopharmacologie pour pré-
sélectionner des plantes utilisées en médecine traditionnelle contre des symptdmes pouvant
étre causés par le pathogéne d’intérét. Il est possible aussi de cribler des « banques » de
plantes « a I'aveugle » sans discrimination par rapport a leurs propriétés ou leur utilisation

en médecine traditionnelle

5.3.2 L’expérience du laboratoire sur le VHC

L'équipe de Dr Karin Séron dans le laboratoire de Virologie Moléculaire et Cellulaire
du CIIL a déja identifié plusieurs antiviraux naturels contre le VHC. L'EGCG présent dans
I’extrait de thé vert (Calland et al. 2012), la delphinidine, pigment rouge de fleurs et de fruit
(Calland et al. 2015) et le dehydrojuncusol (Sahuc et al. 2019), extrait du jonc de mer et
identifié par fractionnement bioguidé. Le laboratoire dans lequel j'ai effectué cette thése
possede donc toutes les compétences et les outils pour permettre d’identifier et de décrire

de nouveaux composés d’origine naturelle contre les coronavirus.
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5.3.3 Le fractionnement bioguidé

Le fractionnement bioguidé est une approche permettant la séparation de
différentes molécules présentes dans un extrait (de plante en I'occurrence) et qui, en étant
guidé par des tests biologiques, permet d’identifier la ou les molécules d’intérét. De
nombreuses méthodes de séparation peuvent étre utilisées, seules ou en combinaison.

Aprés un premier criblage d’extraits bruts de plantes, la premiére étape consiste
souvent a séparer les milliers de molécules présentes dans une plante ou partie de plante
(feuille, tige...) active en utilisant successivement différents solvants via des extractions
solide/liquide. Ces solvants possédent généralement une polarité croissante et vont
permettre d’extraire des molécules différentes de la plante, des plus lipophiles ou plus
hydrophiles. Aprés macération dans un premier solvant, le filtrat est conservé (1 extrait), et
la partie de plante restante aprés extraction (marc) est séchée puis macérée avec un autre
solvant, et ainsi de suite. Les solvants utilisés peuvent étre I'eau, I'ethanol, le methanol, le
dichloromethane ou encore 'acétate d’éthyle. Chacun des filtrats obtenus est évaporé a sec,
conservé au frais, puis dissous dans un solvant tel que le DMSO pour des tests biologiques
A chaque extraction, une partie des molécules (fraction) sera extraite selon leur affinité avec
le solvant utilisé. On obtient ainsi différentes fractions qui sont alors testées contre le
pathogéne d’intérét comme un virus. La (ou les) fractions contenant |'effet antiviral est alors
sélectionnée pour étre refractionnée par une autre méthode de fractionnement, par
exemple sur colonne de chromatographie. Les molécules de la fraction sont injectées dans
une colonne ou elles vont s’adsorber, puis différents solvants, encore une fois de différentes
polarités, sont utilisés pour éluer les molécules de la colonne en de multiples fractions qui
vont étre analysées par la suite. Lorsque suffisamment d’étapes de fractionnement ont été
effectuées, on obtient alors une fraction pure ou quasi pure correspondant a une seule
molécule. Il est alors possible de I'identifier par spectrométrie de masse et Résonance
magnétique nucléaire (RMN).

Le composé pur obtenu est ensuite testé in vitro, éventuellement in vivo, voire en
essais cliniques selon I'efficacité et I'utilité de la molécule en question. Il est aussi possible de
modifier chimiquement le composé obtenu afin d’améliorer sa stabilité et d’autres

propriétés physico-chimiques si nécessaire (Bhuiyan et al. 2020, Zulma et al. 2016).
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1. Plant selection, Identification, collection and sample preparation
Collection,Herbarium and Authentication of antiviral
properties bearing plant by a taxonomist and preparation of sample

2. Primary screening
Plant crude extract preparation using plant
parts (Root, stem, Leaf, flower) Bioassays, Toxicology

3. Secondary screening
Compound separation, Purification, qualitative

and quantitative Analysis, bioassay of pure compound, Toxicology ; “ @_ A \
Purification

4. Tertiary screening
Structure elucidation, structure modification
and bioassay, Toxicology and synthesis
Structure elucidation

Lead identification, lead optimization and lead development \@;?

In vitro

6. Clinical trial wtelf))
Phase I, Phase II, Phase III trial and treatment review > d O
‘ Invivo

7. Authority Approval

Review of the trial and final approval

Figure 28 : Stratégie d’identification de composé antiviral a partir de plante (Bhuiyan et al.

2020)
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5.4 Les molécules naturelles contre les coronavirus

Dans la course aux antiviraux contre le SARS-CoV-2, les molécules naturelles ont fait
I'objet de nombreuses études (Llivisaca-Contreras et al. 2021; Zumla et al. 2016). Plusieurs
composés d’origine naturelle aux propriétés antivirales ont également été identifiés contre
le SARS-CoV et le MERS-CoV, et de nombreuses banques de molécules naturelles ont été
criblées contre le SARS-CoV-2. Certaines études n’ont pas identifié de principes actifs mais
uniquement des extraits bruts ou des fractions d’extraits de plantes possédant des effets
anti-coronavirus.

Plusieurs familles de molécules naturelles sont étudiées pour leur propriété
ethnophamacologique. Par exemple les flavonoides, alcaloides, terpénoides, lectines,
saponines et tannins regroupent des molécules identifiées comme antivirales. Dans la
majorité des cas le mécanisme d’action n’a pas été clairement élucidé mais pour certaines il
a été possible de déterminer un mécanisme d’action directe ou action cellulaire immuno-
modulateur (Alhadrami et al. 2021; Anand et al. 2021; Ebob, Babiaka, et Ntie-Kang 2021;
Gour et al. 2021; Omrani et al. 2021).

5.4.1 Les molécules naturelles a action directe

La griffithsin est une lectine extraite de I'algue rouge Griffithsia, identifiée pour son
activité antivirale contre le VIH et le VHC. Des études ont montré qu’elle possédait
également une activité anti-coronavirus contre le SARS-CoV et le MERS-CoV, en empéchant
I’étape d’attachement en se fixant sur la protéine S au niveau des résidus glycosylés (Barton
et al. 2016; Millet et al. 2016; O’Keefe et al. 2010). La griffithsin est peu toxique et est stable
96 h in vivo aprés administration orale ou intraveineuse chez les souris et inhibe I'entrée du
virus SARS-CoV-2. Etant donné les similitudes structurelles entre SARS-CoV et SARS-CoV?2, il
est supposé qu’il s’agit du méme mécanisme d’action (Alsaidi et al. 2021; Cai et al. 2020).

L'émétine est une molécule appartenant a la famille des alcaloides, extraite de I'ipéca
et utilisée comme anti-protozoaire et anti-malaria. Elle a montré un effet antiviral contre les
virus a ARN notamment durant I'étape d’entrée contre les virus SARS-CoV, MERS-CoV et
SARS-CoV-2. Elle possede des propriétés anti-inflammatoires et se retrouve concentrée dans
les poumons lors des études in vivo chez la souris (Choy et al. 2020; Shen et al. 2019; A.

Wang et al. 2020). Son utilisation est limitée a cause de ses effets toxiques pour le coeur a
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trop forte dose. L’'émétine a été utilisée lors un essai clinique de phase 1 contre le SARS-CoV-
2 et a permis une trés légere amélioration de I'état des patients notamment dans la
saturation en oxygene présente dans le sang. D’autres études sont nécessaires afin de savoir
si ’émétine peut étre un bon antiviral contre les coronavirus (Fan et al. 2021).

La lycorine est un alcaloide extrait des plantes de la famille amaryllidaceae comme
Lycoris radiata, utilisée en médecine traditionnelle pour soigner les laryngites (Mandal, Jha,
et Hazra 2021). Des études in vitro ont montré que la lycorine est capable de se fixer sur le
site catalytique de la RdRp et d’inhiber la réplication du MERS-CoV et SARS-CoV-2 (Jin et al.
2021; Min, Kwon, et Jin 2021; Zhang et al. 2020).

5.4.2 Les molécules naturelles a cible cellulaire

La cryptotanshinone est une quinone extraite de Salvia milthorrhiza Bunge utilisée en
médecine traditionnelle contre les maladies cardiaques. Elle est capable de cibler la protéase
TMPRSS2 et de réduire son expression a la surface cellulaire, ce qui en fait un antiviral
potentiel contre les coronavirus (Xu et al. 2012).

La curcumine est un polyphénol extrait de la racine du Curcuma longa. Elle a la
capacité de réduire la production de multiples cytokines inflammatoires impliquées dans de
nombreuses maladies dont la COVID-19 (Ahmadi et al. 2021). Un essai clinique a montré que
les symptomes étaient présents moins longtemps dans le groupe traité a la curcumine et
gu’aucun effet secondaire n’avait été observé (Ahmadi et al. 2021).

Le resveratrol, une molécule naturelle contenue dans le raisin, connue pour ses
propriétés anticancéreuses, a été identifié¢ comme inhibiteur de HCoV-229E, MERS-CoV et
SARS-CoV-2 in vitro avec une faible toxicité cellulaire (McKee et al. 2020; Pasquereau et al.
2021). Le resveratrol posséde des propriétés anti-inflammatoires, réduisant la production
d’interférons alpha, beta, IL-6 et TNF- « (de Sa Coutinho et al. 2018), ce qui peut réduire les
dégats causés lors des phases hyper-inflammatoires du COVID-19. Le resveratrol a montré
une activité antivirale contre le SARS-CoV-2 dans un modele d’épithélium humain primaire
bronchial en interface air-liquide (ter Ellen et al. 2021).

Le silvestrol est un composé extrait de I'écorce de Aglaia silvestris. 1l est capable
d’inhiber EIF4A, un facteur cellulaire nécessaire a la traduction de certains ARN messagers.
L'inhibition de EIF4A provoque une inhibition de la réplication chez plusieurs virus comme

Ebola, Zika, hépatite E et les coronavirus (Miiller et al. 2018, 2020, 2021). Le silvestrol
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possede aussi une activité anti-inflammatoire en réduisant la production d’IL-10 et IL-6
(Blum et al. 2020).

La glycyrrhizine, un triterpénoide saponine extrait de la racine de réglisse, possede
une activité antivirale contre plusieurs virus comme le HIV, I'herpes et les flavivirus (Cinatl et
al. 2003; Hoever et al. 2005). Elle a des propriétés anti-inflammatoires et immuno-
modulateur, réduisant la production de cytokines comme I'IL-4, IL-33 et I'lL-13 qui sont
présentes dans les syndromes ARDS suite a I'infection par le SARS-CoV-2 mais augmente la
production d’interférons gamma, IL-6 et IL-10. Elle est aussi capable de réduire la
concentration du cholestérol dans les radeaux lipidiques, pouvant indirectement affecter
I’entrée des coronavirus (Bailly et Vergoten 2020).

Plusieurs études se sont intéressées a I'analyse d’extrait brut de plantes connues
pour leur efficacité en médecine traditionnelle et leur propriété ethno-pharmacologique
(Anand et al. 2021; Mandal et al. 2021). Ainsi, plusieurs extraits de plantes comme
Houttuynia cordata, Broussonetia papyrifera, Cinnamomi cortex, Toona sinensis roem,
Torreya nucifera ont montré des propriétés antivirales contre les coronavirus, notamment
contre les protéases PLpro et 3CLpro (Alsenani 2021; Anand et al. 2021; Anywar, Akram, et
Chishti 2021; Chen et al. 2008; Mandal et al. 2021; Park et al. 2017; Zhuang et al. 2009). Dans
certains cas, le principe actif a pu étre isolé comme la Panduratine A identifiée contre le
SARS-CoV-2 a partir de I'extrait de Boesenbergia rotunda (Kanjanasirirat et al. 2020).

De nombreux criblages de banque de molécules naturelles, dont la structure
moléculaire est connue, ont été effectués in silico et en simulation d’appariements
conformationnels virtuels contre les protéases virales 3CLpro et Plpro ainsi que la RdRp et sa
capacité a se lier au RBD (Bharadwaj et al. 2021; Fadaka et al. 2021; Gyebi et al. 2020; Jang
et al. 2021; Jo et al. 2020; Lung et al. 2020; Teli, Shah, et Chhabria 2021). La majorité de ces
composés identifiés n’ont pas été vérifiés dans un modele infectieux cellulaire mais certains
ont pu confirmer leurs hits lors de cribles secondaires utilisant des pseudo-particules ou titre
infectieux (D. Li et al. 2021; Zhang et al. 2021). Ces études ont permis la présélection de
nombreux composés a moindre colt qui doivent maintenant étre analysés de maniére plus
précise. Il est difficile de citer tous les produits naturels d’origine végétale qui sont actifs
contre les coronavirus. Plusieurs revues récentes permettent d’avoir une vision d’ensemble
de la littérature (Alsenani 2021; Ebob et al. 2021; Kim 2021; Llivisaca-Contreras et al. 2021;

Omrani et al. 2021; Remali et Aizat 2021).
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Timeline | History of photodynamic therapy (1900-present)

Friedrich Meyer-Betz Richard Lipson and
Oscar Raab showed the performed the first study with Baldes describes the
cytotoxic effects of the Niels Finsen won von Tappeiner and photodynamic therapy (PDT) tumour accumulation | | Thomas Dougherty
combination of acridine the Nobel Prize for A. Jodlbauer Wwith porphyrins in humans; of HPD and its use in successfully Dougherty performed
and light on infusoria his work on inroduced the term he used haematoporphyrin the photodetection treated skin cancer | | the first controlled
(Paramecium caudatum) phototherapy ‘photodynamic’ on his own hands of tumours in patients clinical study in humans

1913 1955 1960

Niels Finsen used Herman von W. Hausmann described Samuel Schwartz . Diamond showed the J.F. Kelly used HPD to treat The first PDT drug was
light to treat smallpox Tappeiner and the photosensitive and developed phototoxicity of bladder cancer in humans; approved in Canada
and cutaneous A. Jesionek used phototoxic effects of haematoporphyrin haematoporphyrin he also observed tumour
tuberculosis topical eosin and haematoporphyrin on the derivative (HPD) by against gliomas in vivo regressionn derivative (HPD)
white light to treat skin of mice acetylation and reduction and in vitro by acetylation and reduction
tumours on the skin of haematoporphyrin; of haematoporphyrin; HPD
HPD was found to be was found 1o be twice as
twice as phototoxic as phototoxic as
haematoporphyrin haematoporphyrin

Figure 29 : Evolution de la thérapie photodynamique de 1900 a 2000 (Dolmans, Fukumura,
et Jain 2003)

Nature Reviews | Cancer

Figure 30 : Principe de la thérapie photodynamique (PTD) (Dolmans et al. 2003)
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6 - LA THERAPIE PHOTODYNAMIQUE

La lumiére a été utilisée comme thérapie dans I'Egypte ancienne, I'inde, la Chine
depuis plus de 3000 ans pour soigner diverses maladies. La photothérapie moderne n’a été
développée qu’a la fin du 19° siécle lorsqu’il a été montré que la lumiére rouge et les UV
pouvaient servir a soigner des maladies de la peau (Figure 29) (Dolmans et al. 2003). La
thérapie photodynamique (« photodynamic therapy », PDT) a vu le jour en 1903 lorsqu’une
tumeur de la peau a été traitée avec I'application locale d’éosine et de lumiére blanche
(D’Cruz et al. 2001).

Le principe de la PDT est d’utiliser les propriétés d’'un photosensibilisateur qui va
indirectement oxyder des éléments organiques environnants grace aux oxygenes singulets
formés en présence de lumiére (Figure 30). Comme le photosensibilisateur est inerte en
absence de lumiere, le principe consiste a administrer la molécule puis a irradier, a une
longueur d’onde appropriée, uniquement la zone que I'on souhaite traiter, la tumeur. Ainsi
les oxygenes singulets oxydants ne sont créés qu’aux alentours de la tumeur. La PDT peut
étre utilisée seule ou en complément d’autres chimiothérapies classiques (Agostinis et al.

2011).

6.1 Les photosensibilisateurs

Les molécules photosensibilisantes ou photosensibilisateurs sont des molécules
capables d’utiliser I'énergie lumineuse pour changer la nature des molécules voisines. Suite a
I'exposition a la lumiere a une longueur d’onde spécifique, le photosensibilisateur va
adopter une conformation « active », dans laquelle il va pouvoir donner un électron ou
soustraire un atome d’hydrogéne a des molécules proches. Aprés quoi, il retourne
rapidement (quelques milli secondes) dans sa forme non active. Il peut ensuite étre réactivé
suite a une nouvelle exposition a la lumiere. De nombreux photosensibilisateurs activés a
différentes longueurs d’onde Ilumineuse ont été décrits (Wilson 2002:20). Les
photosensibilisateurs sont capables d’interagir avec les molécules environnantes par un

processus appelé photosensibilisation, suivant deux mécanismes distincts (Figure 31) :
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‘Type Il reaction

Nature Reviews | Cancer

Figure 31 : Mécanisme d’oxydation par photoactivation (Dolmans et al. 2003).

Le mécanisme de type 1, ou le photosensibilisateur va réagir avec un substrat autre
que l'oxygene par un transfert de charge, modifiant la nature du substrat, le substrat va
ensuite réagir avec une molécule d’oxygene pour devenir un produit oxydé (Gomez Alvarez

et al. 2012).

Le mécanisme de type 2, olu le photo-sensibilisateur va réagir avec une molécule
d’oxygeéne 30,, ce qui va transformer I'oxygéne en oxygéne singulet 10, qui est une forme
active de I'oxygéne (ROS). Cet oxygéne singulet va ensuite, a son tour, réagir avec d’autres
molécules organiques avoisinantes sous forme d’oxydation (Jiang et Weiss 2020).

Les photosensibilisateurs utilisant un mécanisme de type 2 sont trés utilisés en PTD.

88



6.2 Les applications de la PTD

La premiere utilisation de la PTD chez ’homme a eu lieu en 1976, avec I'utilisation de
I’'hématoporphyrine comme photosensibilisateur pour traiter le cancer de la vessie (Kelly et
Snell 1976). Depuis, de multiples études ont été menées visant a identifier les molécules
photosensibilisantes les plus efficaces, la majorité d’entre elles sont des tétrapyrroles (Dos
Santos et al. 2019; Hamblin 2020) .

La photofrin est un photosensibilisateur synthétique dérivé directement de
I’'hématoporphyrine, elle fut la premiére molécule a étre approuvée par la FDA contre les
cancers de la vessie, des poumons, et de I'oropharynx entre 1993 et 1998. La témoporfin (ou
Foscan) fut approuvée dans les années 2000 en Europe mais a été refusée par la FDA. Elle
est utilisée en PDT contre les carcinomes épidermoides des voies aérodigestives supérieures.
La verteporfin, de la famille des chlorines, fut approuvée dans les années 2000 contre le
cancer néovasculaire. Le talaporfin sodium, un dérivé de la chlorine E6, a été approuvé au
Japon pour son utilisation en PDT contre le cancer des poumons en 2004. Le Tookad ou
padeliporfin, dérivés du bactériophéophorbide, sont utilisés en PDT pour traiter le cancer de
la prostate depuis 2017.

Les composés listé ci-dessus sont encore en essais cliniques pour leur utilisation en
PDT contre d’autres types de cancer comme le cancer du sein, du pancréas, de la peau, des
mélanomes avancés, du cancer du rein et de la prostate (Agostinis et al. 2011; Dos Santos et
al. 2019; Hamblin 2020). Mais d’autres candidats photosensibilisateurs synthétiques encore
non approuvés sont en cours d’essais cliniques (Dos Santos et al. 2019; Hamblin 2020). Par
exemple le 2-(1-Hexyloxyethyl)-2-devinyl pyropheophorbide-a « HPPH » ou Photochlor, un
dérivé du pyrophéophorbide a été testé en essai clinique contre le cancer de I'oropharynx et
le cancer des poumons. Le redaporfin, dérivé de la bactériochlorine est étudié contre les

cancers oraux-pharyngés.
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Figure 32 : Exemple de photosensibilisateurs avec groupement tétrapyrrole (Costa et al.

2012)

O = O\/;O
ekl ol o)
hypericin methylene blue rose bengal psoralen

“Na-058 ((

g Oy -N
.S
(- \/\/\cf(N’\’\

merocyanine 540

fullerene

Figure 33 : Exemple de photosensibilisateurs sans groupement tétrapyrrole (Costa et al.

2012)
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6.3 L’inactivation photodynamique (PDI)

Si les photosensibilisateurs sont capables de détruire des cellules cancéreuses,
certains sont aussi capables d’attaquer les micro-organismes pathogenes, virus ou bactéries :
on parle alors d’inactivation photo-dynamique (« photodynamic inactivation », PDI). Le
photosensibilisateur doit étre assez proche de sa cible pour que I'effet d’inactivation lié au
ROS puisse avoir lieu. Ainsi, dans le cas des bactéries, il est nécessaire que le
photosensibilisateur soit capable d’étre absorbé par celle-ci pour créer des dégats a
I'intérieur du microorganisme (Costa et al. 2012). Lors de son utilisation contre les virus, il
est supposé que le mécanisme de PDI de type 2 est largement majoritaire. Les oxygenes
singlets vont alors créer un stress oxydatif sur les protéines, membrane, et les acides
nucléiques selon le photosensibilisateur utilisé et le virus ciblé. Il a été observé que les virus
enveloppés étaient plus rapidement inactivés par la PDI, indiquant une plus grande
susceptibilité d’inactivation via oxydation des membranes lipidiques (Costa et al. 2012;
Vigant et al. 2013). De nombreux photo-sensibilisateurs ont déja été identifiés comme
pouvant réaliser de la PDI. La majorité sont des tétrapyrroles comme les chlorines et les
bactériochlorines, de nombreux analogues ont pu étre synthétisés comme le montre la
figure 32, tous capables de PDI. D’autres sont dépourvus de cycles tétrapyrroles mais sont
guand méme capables de PDI : cela peut étre des molécules naturelles comme I’hypericine
ou des colorants synthétiques comme le rose Bengale, I'éosine, et le bleu de méthyléne
(Figure 33).

Vigant et al ont démontré que le photosensibilisateur LJ0O01 pouvait inactiver I'étape
de fusion du virus herpés simplex, du virus Sendai, du virus de la maladie de Newcastle et du
virus des stomatites virales. La production d’oxygéne singulet par la molécule LJOO1 en
présence de lumiére, engendre une oxydation des phospholipides membranaires, ce qui a
pour conséquence une perte de fluidité de la membrane virale qui est alors incapable de
fusionner avec la membrane cellulaire (Vigant et al. 2013, 2014, Vigant, Santos, et Lee 2015).

Des études récentes ont montré que la chlorine E6, la protoporphyrine IX, la Zinc-
protoporphyrine IX et la mesoporphyrine IX étaient capables de PDI sur plusieurs virus
enveloppés (le VHC, le VHB, le VIH, le virus de la dengue, le virus de la fiévre jaune, le virus
de Marburg, le virus Junin, le virus de la stomatite virale et le Tacaribe virus) via la
production d’oxygéne singulet en présence de lumiere (Cruz-Oliveira et al. 2017; Lebedeva
et al. 2020). De facon intéressante, leurs propriétés antivirales avaient déja été identifiées
sur HIV-1, le virus de la vaccine, DENV-2, HSV-1, MARYV, JUNV, TCRV et HBV, mais sans la
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démonstration du mécanisme de photoinactivation (Chen-Collins et al. 2003; Guo et al. 2011;
Vzorov et al. 2002). Certains photosensibilisateurs seraient capables d’avoir un effet antiviral
indépendant de la PDI (Chen-Collins et al. 2003). Deux études récentes ont montré que la
protoporphyrine IX était capable d’inhiber le SARS-CoV-2, mais aucune n’a étudié I'effet de
la lumiere sur cette activité, identifiant plutét une inhibition de I'attachement du virus au
récepteur ACE2 (Gu et al. 2021; Lu et al. 2021). L’activité antivirale in vivo chez la souris n’a
pas pu étre démontrée dans l'une des deux études (Lu et al. 2021). L’absence de lumiere
dans les poumons de I'animal ne permet pas d’obtenir la PDI du virus. L’autre étude montre
un effet protecteur chez la souris mais les virus ont été pré-incubés a la lumiére avec la

molécule, inactivant le virus avant I'infection de I'animal (Gu et al. 2021).

6.4 Les photosenibilisateurs naturels

6.4.1 Les différentes molécules

L'utilisation de molécules naturelles comme photosensibilisateur pour la PDT a deux
avantages : des molécules faciles a produire a moindre co(t, et souvent moins toxiques que
leurs homologues synthétiques (Hajri et al. 2007; Mansoori et al. 2019). L’analyse de
certaines plantes utilisées en médecine traditionnelle chinoise dans des techniques de PDT
ont permis d’identifier plusieurs molécules naturelles pouvant jouer le roOle de
photosensibilisateur, la tolyporphine, la curcumine, et I’hypericin (Mansoori et al. 2019).
Malheureusement les premiers essais cliniques avec ces molécules ont révélé deux
problémes : des difficultés de solubilisation pouvant causer des caillots sanguins et la
nécessité d’utiliser des longueurs d’onde dans le bleu et I'ultra-violet qui pénetrent mal les

tissus organiques (Mansoori et al. 2019).
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6.3.2 Le phéophorbide a (Pba)

La chlorophylle est une molécule qui appartient a la famille des tétrapyrroles. Les
pigments de type tétrapyrrole ont pour réle de transformer I'énergie lumineuse en énergie
chimique. Lors de la photosynthese cette énergie est utilisée pour réduire le CO, en O, mais
aussi pour produire de I'ATP. La chlorophylle est un pigment de couleur verte capable
d’absorber les longueurs d’ondes dans le bleu et le rouge. Il existe 4 formes de chlorophylle,
a, b, ¢, d, et f mais toutes possédent un ion Mg2+ au centre de leur cycle tétrapyrrole. La
forme chlorophylle a est la plus abondante et constitue la molécule clé pour la
photosynthése chez de nombreux organismes (Solymosi et Mysliwa-Kurdziel 2017).

La chlorophylle peut étre dégradée en des produits multiples suite a une
augmentation de la température, une acidification du pH, ou a une action de la
chlorophylase. La quantité de produit de dégradation de la chlorophylle varie selon les
especes de plantes en fonction de leur teneur en chlorophylase et de la méthode de
dégradation (acide/température) (Holden 1974). Ce genre de réaction se produit
couramment en ingérant ou cuisinant des aliments contenant de la chlorophylle. Deux
produits de dégradation de la chlorophylle ingérés régulierement par I'homme sont la
phéophytine et le phéophorbide. La chlorophylase présente dans les plantes est activée a la
chaleur entre 60 a 82 °C, son activation, lors de la cuisson des aliments, transforme la
chlorophylle en chlorophyllide, ensuite transformée en phéophorbide par un pH acide lors
de la digestion des végétaux (Figure 34) (Saide, Lauritano, et lanora 2020; Yilmaz et Gokmen
2016). La phéophitine est retrouvée a 90% dans les feces aprés ingestion orale alors que le
phéophorbide est absorbé 65 fois mieux que la phéophitine par les cellules épithéliales du

tractus intestinal humain.
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Figure 34 : Dégradation de la chlorophylle. (Yilmaz et Gokmen 2016)

Figure 35 : Structure chimique du pheophorbide a (Pba)
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Le phéophorbide a (Pba) est un tétrapyrrole avec 4 groupes méthyles, un groupe
éthyle, un groupe vinyle, un groupe méthoxycarbonyle et un propionyle (Figure 35). Le Pba
absorbe les longueurs d’ondes lumineuses entre 650 et 700 nm, ce qui lui donne un gros
avantage comparé aux autres photosensibilisateurs naturels (Mansoori et al. 2019). Il
possede des propriétés photodynamiques explorées en essais cliniques pour une potentielle
utilisation dans les PDT (Busch, Cengel, et Finlay 2009; You et al. 2015). Il se localise
naturellement dans la mitochondrie aprés absorption cellulaire. Les cellules cancéreuses
absorbent 25 fois plus de Pba que les cellules saines, ce qui en fait un tres bon candidat pour
son utilisation en PDT. Il a été utilisé comme photosensibilisant lors d’essais cliniques de PDT,
réduisant significativement la croissance des tumeurs, et conduisant a la mort cellulaire et
I"apoptose grace a sa capacité a générer des ROS. Ces derniers endommagent la paroi de la
mitochondrie jusqu’a libération du cytochrome C. Le Pba est capable d’inhiber des tumeurs
multi-résistantes aux traitements et ne présente aucune toxicité en absence de lumiére
(Ahn et al. 2017; Li et al. 2007; Tang et al. 2009).

Le Pba et le pyrophéophorbide a (pyroPba), un autre produit de dégradation de la
chlorophylle (Figure 33), ont montré une activité antivirale contre plusieurs virus
enveloppés : VHC, influenza A, HSV-2 et VIH mais aucune activité contre le virus non
enveloppé poliovirus (Bouslama et al. 2011; Ratnoglik et al. 2014; Zhang et al. 2003).
Cependant, aucune de ces études ne décrit les mécanismes d’action de ces molécules ni le
role de la lumiére. Plus récemment le pyroPba a été décrit comme ayant une activité
antivirale contre le SARS-CoV-2, (D. Chen et al. 2020), mais encore une fois, le paramétre
lumiere n’a pas été pris en compte et les tests de cytotoxicité ont été réalisés sans
exposition a la lumiére, faussant grandement l'interprétation des résultats (Lebedeva et al.

2020).
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Il - CONTEXTE ET OBIJECTIFS

Projet 1: Identification du principe actif de lI'extrait de
Mallotus oppositifolius et caractérisation de son mécanisme
d’action

Contexte

Au début de ma thése, en octobre 2018, deux coronavirus humains hautement
pathogénes, le SARS-CoV et le MERS-CoV avaient émergé et avaient causé deux épidémies. A
I’époque, I'OMS classait les coronavirus dans la liste des pathogenes a haut risque de
pandémie. Aucun antiviral spécifique ni aucun vaccin n’était disponible contre ces virus, ni
contre les coronavirus animaux responsables de pertes trés importantes dans les élevages.
L'épidémie redoutée est apparue, en décembre 2019 en Chine et le SARS-CoV-2 a
rapidement été identifié. Le virus s’est rapidement propagé a travers le monde et a
engendré la pandémie que I'on subit depuis. Cette pandémie a rappelé I'importance de
découvrir des solutions thérapeutiques contre les coronavirus. Bien que de nouveaux vaccins
aient été développés tres rapidement, il n’existe encore aucun antiviral spécifique pouvant
étre utilisé pour traiter les patients atteints de la COVID-19.

L'équipe de Karin Séron travaillait depuis plusieurs années en collaboration avec le
laboratoire de Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de Lille dirigée par le Pr Sevser
Sahpaz. Grace a cette collaboration, plusieurs extraits de plantes ou molécules naturelles
ayant des activités antivirales ont pu étre identifiés, notamment le déhydrojuncusol, un
nouvel antiviral contre le VHC isolé apres fractionnement bioguidé d’un extrait de Juncus
maritimus (Sahuc et al. 2019) (Voir 5.3 Les stratégies pour identifier des molécules
naturelles). Dans le contexte de cette collaboration, un projet avait été financé par
I’'Université de Lille et le CNRS : il consistait a identifier des activités antivirales contre le VHC
mais aussi les coronavirus dans des extraits de plantes médicinales ivoiriennes. Ainsi, le Dr
Simon Bordage du laboratoire de Pharmacognosie a accueilli en thése Moussa Bamba qui est
venu de Coéte d’lvoire avec des plantes médicinales sélectionnées, aprés une étude
ethnobotanique, pour leur utilisation dans le traitement des troubles hépatiques. Ces
extraits ont été testés contre le VHC (Bamba et al., soumis) et contre le coronavirus HCoV-
229E (Projet de Master 2 de Kévin Hervouet). L'extrait des feuilles de Mallotus oppositifolius

a montré 'activité antivirale la plus importante contre le coronavirus HCoV-229E.
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Objectif

L'objectif du premier projet était d’identifier le principe actif de Mallotus
oppositifollius, et de caractériser son mécanisme d’action. La stratégie a été de réaliser un
fractionnement bio-guidé en utilisant, comme modele viral le coronavirus HCoV-229E, puis

d’étendre les recherches aux autres coronavirus dont nous disposions au laboratoire, le

MERS-CoV et le SARS-CoV-2.

Projet 2 Caractérisation du mécanisme d’action de la
delphinidine contre les coronavirus

Contexte

La delphinidine a été identifiée au laboratoire comme inhibiteur de VHC (Calland et al.
2015) mais une expérience préliminaire a aussi montré un effet contre le coronavirus HCoV-
229E. La delphinidine est une anthocyanidine appartement a la famille des flavonoides. Ce
sont des composés naturels dont plusieurs d’entre eux ont déja été décrits comme
possédant des activités antivirales. L'équipe de Karin Séron a pu montrer que la delphinidine
et I'EGCG sont des inhibiteurs de I’entrée du VHC dans les cellules. Ils agissent en déformant

I’enveloppe virale et empéchent le virus de s’attacher a la surface cellulaire.

Objectif

L'objectif de ce deuxieme projet était de déterminer le mécanisme d’action de la
delphinidine contre le coronavirus HCoV-229E, de tester son activité antivirale sur les
coronavirus MERS-CoV et SARS-CoV-2, et enfin de réaliser des études de relations structure-

activité avec des dérivés de synthése de cette molécule.
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Il - LES TRAVAUX DE THESE

A- Projet 1 : Identification du principe actif de I’extrait
de Mallotus oppositifolius et caractérisation de son
mécanisme d’action

Les résultats de ces travaux ont fait I'objet de la publication :

“A photoactivable natural product with broad antiviral activity against enveloped viruses
including highly pathogenic coronaviruses”

Thomas Meunier, Lowiese Desmarets, Simon Bordage, Moussa Bamba, Kévin Hervouet, Yves
Rouillé, Nathan Francois, Marion Decossas, Fézan Honora Tra Bi, Olivier Lambert, Jean
Dubuisson, Sandrine Belouzard, Sevser Sahpaz, and Karin Séron.

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, en révision
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Résumé

Le criblage d’extraits bruts de plusieurs plantes de Cote d’lvoire utilisées en médecine
traditionnelle a permis d’identifier I'extrait Mallotus oppositifolius comme possédant des
propriétés anti-coronavirus. Le fractionnement bioguidé de cet extrait a permis d’isoler le
principe actif, le phéophorbide a (Pba). Nos résultats montrent que le Pba est actif contre le
SARS-CoV-2, le MERS-CoV, et le HCoV-229E dans des tests d’infection en culture cellulaire,
avec un ICso de 0,2 uM. Le Pba agit a I'étape d’entrée virale en ciblant la particule virale
avant l'infection. Le mécanisme d’action du Pba a été étudié. Le Pba est une molécule
photosensibilisante activée par la lumiére. Les résultats montrent que son activité antivirale
ainsi que sa cytotoxicité dépendent du temps d’exposition a la lumiere. Les résultats
montrent également que I'activité antivirale dépend de la production de 30, induite par le
Pba en présence de lumiére. Il a été décrit que I’°0; induit une oxydation des phospholipides.
Nos résultats de cryo-microscopie électroniqgue montrent que I’enveloppe virale est rigidifiée
par la modification des phospholipides, ce qui rend le virus résistant a un choc osmotique. Le
Pba empéche le virus de fusionner avec la cellule. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence
une activité antivirale du Pba sur plusieurs autres virus enveloppés, VHC, YFV, VSV, Sindbis,
mais pas sur un virus non enveloppé, le virus coxsackie. L'activité antivirale du Pba a été
testée dans un modele préclinique de cellules épithéliales primaires bronchiques. Le Pba est
actif dans ces cellules a la fois contre le SARS-CoV-2 et le MERS-CoV. Des tests d’infection
chez des souris humanisées hAce2 ont été entrepris. Malheureusement, I'activité antivirale
du Pba n’a pas pu étre démontrée in vivo, certainement a cause de I'absence de lumiére
dans les poumons et donc d’impossibilité d’activer la molécule. Le Pba est un produit naturel
issu de la dégradation de la chlorophylle, tres facile a obtenir, qui pourrait donc étre
développé soit dans la décontamination de surface ou d’air contaminé, soit pour

I'inactivation de virus enveloppés donnant des lésions externes tels que le virus de I’herpés.
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Figure 1 : Identification du Pba. (A) Criblage des extraits bruts de plantes contre HCoV-229E-
Luc. Des cellules Huh-7 ont été infectées par le HCoV-229E-Luc en présence de différents
extraits de plantes a 25ug/mL. Les cellules ont été lysées a 7h post infection et I'activité
luciférase a été quantifiée. (B) Activité antivirale du Pba commercial et du Pba purifié
(fraction F7.7) contre HCoV-229E-Luc. Des cellules Huh-7 ont été infectées par le HCoV-229E-
Luc en présence du Pba commercial ou purifié ; 1h post infection les cellules ont été rincées
et du milieu frais contenant les Pba respectifs a été ajouté. L’activité luciférase a été
analysée 7h post infection.
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Figure 2 : Activité antivirale du Pba contre les virus HCoV-229E, SARS-CoV-2 et MERS-CoV.
Les cellules Huh-7 ont été inoculées avec les virus HCoV-229E et MERS-CoV, des cellules
VeroE6 ont été inoculées avec le virus SARS-CoV-2, en présence de Pba pendant 1h puis le
milieu a été remplacé par du milieu frais contenant du Pba. Les virus relargués ont été
collectés pour titration (9h post-infection pour HCoV-229E et 16h post infection pour SARS-
CoV-2 et MERS-CoV).
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Résultats

1 - Identification du Pba

Des extraits bruts de 15 plantes utilisées en médecine traditionnelle en Cote d’lvoire
ont été criblés contre le coronavirus recombinant HCoV-229E-luciférase en cellules Huh-7.

Parmi ces extraits, 7 diminuent significativement l'infection. Le plus actif est I'extrait du

Mallotus oppositifolius (Mo) (Figure 1 A).

Plusieurs étapes de fractionnement bioguidé réalisées au laboratoire de
Pharmacognosie de la Faculté de Pharmacie de Lille, ont permis d’obtenir des fractions a
partir de I'extrait brut de Mo, qui ont été criblées contre HCoV-229E-Luc. La fraction la plus
active a subi d’autres fractionnements jusqu’a obtenir une fraction (F7.7) quasi pure,
contenant un seul composé. Cette fraction a été analysée par spectrométrie de masse et le
composé a été identifié comme étant le Pba (Figure 35, introduction). Nous avons obtenu du
Pba commercial et I'avons comparé a notre composé pur de la fraction F7.7. Les ICsg se sont
révélés identiques, confirmant que le Pba est bien notre molécule antivirale (Figure 1 C). La

suite de nos expériences a été effectuée avec le Pba commercial.

2 - Le Pba est actif contre plusieurs coronavirus

Nous avons démontré que le Pba avait une activité antivirale dose-dépendante
contre le HCoV-229 et le MERS-CoV dans des cellules Huh-7 et contre le SARS-CoV-2 dans
des cellules Vero-E6 (Figure 2). De plus le Pba est non cytotoxique a concentration active

(ICs0=0,54M, CCso=6,08uM).
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Figure 3 : Schéma représentatif des temps d’incubation avec le Pba (en vert) (A), du Pba a
été ajouté a différents temps; 1h avant inoculation, 1h pendant inoculation, en post
inoculation jusqu'a la lyse (6h), 1h post inoculation pendant jusqu’a la lyse (5h), 2h post
inoculation jusqu'a la lyse (4h). Cinétique de I'effet antiviral du Pba sur le HCoV-229E-Luc (B)
ou le SARS-CoV-2 (C). Des cellules Huh-7 ont été utilisées avec le virus HCoV-229E-Luc et
2uM de Pba, et des cellules Vero-81 ont été utilisées avec le virus SARS-CoV-2 et 1uM de Pba
ou 10uM de chloroquine (CQ). (D) Effet du Pba en pré-incubation sur le virus HCoV-229E-Luc.
Le virus HCoV-229E-Luc concentré 10x a été pré-traité avec du Pba 2uM avant d’étre dilué
10 fois puis utilisé pour inoculer des cellules HuH-7. Il a été comparé a deux contréles ou les
cellules Huh-7 ont été inoculées sans pré incubation du virus a 0,2uM et 2uM. Tous les
échantillons ont été exposés a 10 minutes de lumiére.
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3 - Le Pba inhibe les coronavirus a I’étape d’entrée en ciblant la
particule virale

Afin de déterminer I'étape du cycle viral ciblé, nous avons réalisé une expérience de
cinétique a la fois avec le virus SARS-CoV-2 et HCoV-229E-Luc. Nos résultats montrent que le
Pba a son activité majeure au moment de I'inoculation et n’a pas d’effet quand les cellules
sont traitées avant I'inoculation contrairement a notre contrdle, la chloroquine (Figure 3 A et
B). Nous voulions ensuite vérifier si le Pba ciblait directement la particule virale. Pour cela
nous avons prétraité le HCoV-229E-Luc avec du Pba en présence de lumiére. Puis le mélange
a été dilué 10 fois avant inoculation. Ainsi les virus sont traités a une concentration de 2 uM
de Pba mais l'inoculation a lieu a 0,2 uM (Figure 3 C). En paralléle, des infections ont été
réalisées a 0,2 et 2 uM de Pba sans pré-incubation préalable du virus. En comparant
I'inhibition de l'infection a nos controles, nous montrons que lorsque le virus est pré-incubé
avec le Pba a 2 uM avant I'inoculation, I'inhibition de I'infection est similaire a celle obtenue
avec le Pba a 0,2 uM, suggérant que le Pba agit directement sur la particule virale avant

infection.
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Figure 4 : Inhibition de I'étape de fusion. Des cellules Huh-7 ont été incubées pendant 1h
avec du virus HCoV-229E-Luc en présence de NH4Cl 25mM a 4°C. La fusion a ensuite été
déclenchée par de la trypsine a 3ug/mL pendant 5 min a 37°C en présence de NH4CI. Les
cellules ont été lysées 7h post-infection et I'activité luciférase a été quantifiée.
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Figure 5 : Fusion cellule-cellule. Des cellules Vero-81 exprimant la protéine S du SARS-CoV-2
et ACE2 ont été traitées ou non avec 1 uM de Pba pendant 24h puis les syncytias ont été
visualisés par immunofluorescence.
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4 - Le Pba est un inhibiteur de la fusion

Les coronavirus utilisent plusieurs protéases cellulaires pour cliver la protéine de
surface S et déclencher la fusion avec la membrane de la cellule cible. La protéase TMPRSS2
pour la fusion a la membrane, les cathepsines et la furine pour la fusion dans les endosomes.
Nos résultats précédents montrent que le Pba agit a I’étape d’entrée. D’autres résultats non
présentés ici montrent que le Pba agit a la fois sur la voie d’entrée endosomale et la voie
d’entrée membranaire dépendante de TMPRSS2. Afin de préciser le mécanisme d’inhibition
de I'entrée, nous avons réalisé un test d’attachement du virus a la surface cellulaire puis un
test de fusion. Nos résultats montrent que le Pba n’a pas d’effet sur I'attachement (voir
Figure 4 de I'article en Annexe) Pour le test de fusion, nous avons infecté des cellules Huh-7
dépourvues de TMPRSS2 avec du virus HCoV-229E-Luc en présence de Pba. L'infection se fait
a 4°C pendant 1h ce qui permet I'attachement du virus au récepteur mais bloque I'étape de
fusion. De plus, du chlorure d’ammonium (NH4Cl) est ajouté, ce qui va bloquer la fusion
endosomale. Le virus n’a donc aucun moyen d’entrer. De la trypsine est ajoutée pendant 5
min ce qui va cliver la protéine S et permettre la fusion des virus attachés. On observe que
les virus traités avec du Pba ne sont pas capables de fusionner en présence de trypsine, ce
qui démontre que le Pba inhibe la fusion du virus avec la cellule hote (Figure 4).

L'inhibition de la fusion peut se faire soit en ciblant la protéine S, soit en ciblant Ia
membrane. Afin de déterminer si I'élément inhibé par le Pba était la protéine S ou la
membrane lipidique virale, nous avons réalisé un test de fusion cellule-cellule. En effet, si on
mélange des cellules expriment la S du SARS-CoV-2 avec d’autres cellules exprimant le
récepteur ACE2, elles peuvent fusionner entre-elles ce qui va générer des syncytia (cellules
géantes plurinucléés). Cette expérience a été réalisée en présence de Pba et de lumiere. Les
résultats montrent que le Pba ne permet pas d’empécher la fusion et la formation de

syncytia (Figure 5). Il semble donc que la protéine S ne soit pas la cible du Pba.
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Figure 6 : Effet du temps d’exposition a la lumiere combiné au Pba. Les virus HCoV-229E-Luc
(A) et SARS-CoV-2 (B) ont été pré-incubés avec du Pba a la lumiere pendant différents temps
avant inoculation. Puis ils ont servi a inoculer respectivement des cellules Huh-7 ou Vero-81.
L'infection a été quantifiée au bout de 7h (HCoV-229E) ou 16h (SARS-CoV-2) post infection.
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Figure 7 : Effet des chélateurs d’*0, sur I'action antivirale du Pba en présence de lumieére.
HCoV-229E-Luc a été traité pendant 10 min par du Pba en présence de chélateur d’'0, et de
lumiére puis a servi a inoculer des cellules Huh-7. Les cellules ont été lysées 7h post infection
et I'activité luciférase a été analysée.
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5 - L’activité du Pba dépend du temps d’exposition a la lumiéere et
cible les membranes lipidiques

Etant donné que le Pba est un photosensibilisateur, nous avons regardé si I'effet
antiviral pouvait étre corrélé a la quantité de lumiére présente. Pour cela nous avons infecté
des cellules Huh-7 avec des virus HCoV-229E-Luc et des cellules Vero-E6 avec des virus SARS-
CoV-2. Les virus ont été prétraités avec 3 concentrations de Pba et exposés pendant
différents temps (0-80min) a la méme source de lumiére (Figure 6). Les résultats montrent
que l'activité antivirale du Pba est dépendante de la concentration utilisée mais aussi du
temps d’exposition a la lumiere. Toutefois en dessous d’une certaine concentration (0,02 uM)
nous n’avons pas réussi a observer d’activité antivirale méme aprés un long temps
d’exposition a la lumiére (80min). Le Pba est donc un photosensibilisateur capable de PDI sur
les coronavirus.

Un mécanisme d’action connu des photosensibilisateurs est leur capacité a oxyder les
phospholipides membranaires en présence de lumiere, par la production de radicaux libres
d’oxygeéne (Vigant et al. 2015). Dans ce cas, c’est le mécanisme de type 2 qui est impliqué
(voir paragraphe 6.1 Les photosensibilisateurs) produisant des oxygenes singulets qui vont
oxyder les phospholipides. Afin de déterminer si le Pba est capable de produire des ROS par
le mécanisme de type 1 ou de type 2, nous avons réalisé une expérience d’infection en
présence de deux chélateurs d’oxygéne singulet, le Trolox et l'azide de sodium. Ces
molécules vont neutraliser les radicaux libres d’oxygene (Figure 7). Nous montrons qu’en
présence de Trolox et d’azide de sodium, I'action du Pba est fortement réduite, indiquant
que l'activité antivirale du Pba dépend de la production d’oxygéne singulet par un

mécanisme de type 2.
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Figure 8 : Observation en cryo-microscopie électronique a transmission de particules virales
soumises ou non a un choc osmotique (400 mM NaCl). Les virus HCoV-229E ont été traités
pendant 30min avec du Pba a 10 uM en présence de lumiére ou a I'obscurité. Le NaCl a
ensuite été ajouté dans I'obscurité, puis les virus ont été immédiatement fixés a la PFA 4%.
Les échantillons ont ensuite été traités pour I'observation en CryoEM. Les images sont
représentatives de 30 images indépendantes recouvrant 2 expériences identiques.

108



Les données de la litérature montrent que I'‘oxydation des phospholipides
membranaires induit une perte de fluidité des membranes, celles-ci devenant plus rigides.
Ainsi, les photosensibilisateurs qui ont une action de PDI, induisent une rigidification de la
membrane virale, et inhibent la fusion virus-cellule, qui nécessite une membrane
suffisamment fluide (Vigant et al. 2013). Afin de déterminer si le Pba pouvait agir en
rigidifiant la membrane virale du HCoV-229E, nous avons entrepris une collaboration avec
I’équipe d’Olivier Lambert du Laboratoire Européen de Chimie et Biologie de Bordeaux et
Marion Decossas de la plateforme de microscopie électronique de ce laboratoire.

Nous avons émis I’hypothése que si le Pba induisait une rigidification de la membrane
virale, les virus traités au Pba devraient étre plus résistants a la déformation induite par un
choc osmotique qui pourrait étre visualisé en cryo-microscopie électronique. Nous avons
donc réalisé un choc osmotique (400 mM NaCl) sur des virus HCoV-229E préalablement
traités ou non avec du Pba a 10 uM et exposés ou non a la lumiére. Les virus ont ensuite été
fixés avec de la PFA 4% puis observés en cryomicroscopie électronique (Figure 8).

On peut observer que les particules virales qui possédent normalement une
enveloppe arrondie comme le montre le controle sans choc osmotique, se retrouvent
déformés lors de I'ajout de NaCl 400 mM. En comparaison les virus traités au Pba sans
lumiére sont eux aussi déformés par le choc osmotique, mais les virus traités au Pba en
présence de lumiere ne sont pas déformés par le choc osmotique et conservent une forme
arrondie comparable aux conditions contréle a 100 mM NaCl.

Cette absence de déformation indique que le Pba, en présence de lumiere, a un effet
rigidifiant sur les membranes lipidiques, probablement suite a |‘oxydation des
phospholipides membranaires comme décrit par Vigant et al (Vigant et al. 2015). Cela
montre que le Pba inhibe la fusion virale en ciblant les membranes lipidiques. Cette
inhibition n’a pas été observée dans le test fusion cellule-cellule, sans doute parce que la
surface lipidique a oxyder d’une membrane cellulaire est beaucoup plus importante qu’une
enveloppe virale, et que les cellules sont capables de régénérer leurs membranes par un

processus de recyclage.

109



120

I
120~
100 | . I _ = CVB4
> o 100+
£ ] J < SINV
g 0 & 80+
3 I b [ = o B YRV
S £ 60 HCV
L 60 1 05uM =
o
2 03 1M 2 40
2 ©
£ 40 J 2uM 2 5
&
O_
2|
0 H m 1uM 25uM
Light Dark Light Dark Light Dark Light Dark
MERSpp SARS-2pp 229Epp VSVpp

Figure 9: (A) Effet du Pba en absence ou présence de lumiére sur l'infection par des
pseudoparticules. Des pseudoparticules ont été prétraitées avec du Pba a différentes
concentrations en présence de lumiére ou a I'obscurité pendant 30 min, puis ont servi a
inoculer des cellules Huh-7 exprimant le récepteur ACE2 et la protéase TMPRSS2 pendant 2h.
Les cellules ont été lysées 46 h post-infection et I'activité luciférase a été quantifiée (B) Effet
du Pba en présence de lumiere sur plusieurs virus enveloppés et un virus non enveloppé.
Différents virus ont été traités au Pba en présence de lumiére pendant 30 min avant de
servir a l'inoculation des cellules. Les cellules ont ensuite été fixées et I'infection a été
quantifiée par immunofluorescence.
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6 - Le Pba a un effet antiviral contre plusieurs virus enveloppés

Nos résultats précédents montrent que le Pba cible les phospholipodes de
I’enveloppe des coronavirus et provoque ainsi une inhibition de la fusion. Nous nous
sommes demandés si du fait de cette activité antivirale ciblant I’enveloppe, le Pba pouvait
avoir une action antivirale sur d’autre virus envelppés. Nous avons travaillé avec des
pseudoparticules et des virus de famille différentes.

Nous avons utilisé des particules rétrovirales pseudotypées avec les protéines de
surface du HCoV-229E, du MERS-CoV, du SARS-CoV-2, du VSV et de VHC (Figure 9). Les
résultats montrent que le Pba inhibe lI'infection quelquesoit la protéine d’enveloppe, en
présence de lumiére mais pas en absence de lumiére.

Une expérience similaire a été réalisée avec plusieurs virus enveloppés, le virus de la
fievre jaune (YFV), le virus Sindbis (SINV) et VHC, et un virus non enveloppé le virus coxsackie
(CVBA4). Encore une fois, le Pba en présence de lumiére inhibe tous les virus sauf le CVBA4.

Cela indique que le processus d’inhibition par oxydation des phospholipides de la membrane

virale semble étre universel a tous les virus enveloppés.

7 - D’autres photosensibilisateurs ont des propriétés anti-

coronavirus dépendante de la lumiére.

Nous avons comparé d’autres photosensibilisateurs, soit des dérivés de la
chlorophylle comme le pyroPba et la chlorine E6, soit des molécules de type porphyrines et
métaloporphyrines possédant une structure proche du Pba (N-methyl protoporphyrin IX, N-
methyl mesoporphyrin X, Zn-protoporphyrin IX, tin-mesoporphyrin IX, temoporfin,
phthalocyanine, hemin chloride, HPPH, and 5,15-DPP), ainsi qu’un photosensibilisateur déja
décrit dans la littérature, le rose Bengale. Ces différents composés ont été criblés contre le
HCoV-229E-Luc (Table 1). Tous se comportent comme le Pba, a savoir une activité antivirale
absente ou réduite en absence de lumiére. Bien que certains aient une dose active plus
basse que le Pba, ils sont aussi plus toxiques. Le Pba est donc le composé le plus actif avec

une Sl supérieure a 10.
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Table 1 : Résumé des activités antivirales et cytotoxiques d’autres photosensibilisateurs sur
le HCoV-229E. Plusieurs photosensibilisateurs ont été criblés contre HCoV-229E-Luc dans des
cellules Huh-7 dans les mémes conditions décrites pour la Figure 1 C.

Molécules ICs0 (UM)  CCso (UM)24h  SI

Pba 0.54 6.08 11.2

PyroPba 0.35 2.67 7.6

Chlorin e6 0.72 21.4 29.7

HPPH 1.14 8.13 7.1
N-methyl protoporphyrin X 1.21 ND > 80 >66.1
N-methyl mesoporphyrin IX 1.25 ND > 80 >64
Zn protoporphyrin 1X 0.79 16.64 21.0
Rose Bengale 2.86 ND >80 27.9
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8 - Le Pba inhibe la réplication du SARS-CoV-2 et du MERS-CoV dans
un modele de cellule épithéliale pulmonaire primaire humaine.

Afin de se rapprocher des conditions in vivo, nous avons utilisé un modele
d’épithélium bronchial humain reconstitué sur une interface air-liquide, appelé Mucilair™
Ces cellules ont été infectées par le SARS-CoV-2 et le MERS-CoV en présence de Pba ou de
remdesivir comme controle positif. Trois jours aprés I'inoculation, le titre viral et I’ARN viral
ont été quantifiés (Figure 10). Nous observons une réduction significative de I'infection en

présence de Pba. Ces résultats sont encourageants pour I'utilisation du Pba in vivo.
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Figure 10 : Effet de Pba sur le SARS-CoV-2 (A) et MERS-CoV (B) dans des cellules épithéliales
primaires bronchiques humaines. Des cellules Mucilair™ ont été inoculées avec le SARS-CoV-
2 ou MERS-CoV en présence de Pba a 0,25 et 2,5 uM pendant 1h au poéle apical. Le
remdesivir a 5uM a été ajouté au pole basolatéral. Les virus ont été collectés au niveau
apical 72h post-infection et I’ARN viral et les titres infectieux ont été quantifiés par gRT-PCR
et TCID50.
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Figure 11 : Effet du traitement au Pba de souris infectées par le SARS-CoV-2. Les souris ont
été traitées avec 4 doses de 50 L de Pba a 500 mM (estimé a une concentration finale de
500 uM dans les poumons — quantité totale = 600 mg/Kg) sous forme de microgouttes
déposées dans le nez, 1 h avant infection, 6 h aprés infection, 24 h apres infection et 30 h
apres infection. Les souris ont été infectées par SARS-CoV-2 sous forme de microgouttes
dans le nez. Elles ont été pesées 2 fois par jour. Elles ont été sacrifiées 48h apres infection et
le titre viral dans les poumons a été quantifié.
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9 - Le Pba est non toxique pour les souris mais ne permet pas une
protection contre l'infection

Nous avons utilisé un modele de souris transgéniques humanisées hACE2 pour tester
I’efficacité du Pba in vivo. Les souris ont été infectées par le SARS-CoV-2 et traitées avec le
Pba en plusieurs fois : 1h avant infection, 6h apres infection, 24h aprés infection puis 30h
apreés infection. Les souris controles ont regu a la place du PBS au méme temps. Le poids est
mesuré au cours de I'expérience et 48h apres les souris sont sacrifiées et le titre viral dans
les poumons est calculé. Nous n’observons aucune différence dans la réduction de poids
dans les conditions contrdles et Pba, indiquant que le Pba n’est pas nocif pour la souris
(Figure 11). Malheureusement la faible réduction du titre viral (1/2 Logl0) est non
significative et ne nous permet pas de conclure sur l'efficacité du Pba in vivo, trés
probablement a cause de la nécessité de la lumiére pour obtenir un effet antiviral et

I'intérieur des poumons n’est pas exposé a la lumiére extérieure.

Discussion et conclusion

A la suite du fractionnement bioguidé a partir de I'extrait brut de Mo, nous avons
identifié le Pba produit de la dégradation de la chlorophylle et photosensibilisateur. Le Pba
est trés documenté pour son utilisation en thérapie photodynamique mais il n’était pas
connu avant nos travaux comme molécule capable de PDI. Il était toutefois décrit comme
ayant des propriétés antivirales notamment contre les virus HIV, herpés, VHC et influenza A
(Bouslama et al. 2011; Ratnoglik et al. 2014; Zhang et al. 2003) mais son mécanisme d’action
et I'importance d’une source de lumiére n’étaient pas décrits. D’autres photosensibilisateurs
naturels comme le pyroPba ont déja été décrits comme ayant des propriétés anti-
coronavirus, notamment contre le SARS-CoV-2 (D. Chen et al. 2020). Mais encore une fois
I'implication de la lumiere n’était pas prise en compte, ce qui faussait potentiellement les
résultats de cytotoxicité observés.

Le Pba a été montré dans notre étude comme étant capable d’inhiber la fusion virus-
cellule grace a son action photodynamique sur les enveloppes lipidiques, via un mécanisme
de type 2 et une oxydation des phospholipides membranaires. Comme |'enveloppe virale ne

peut pas se régénérer contrairement aux membranes cellulaires, ce mécanisme d’inhibition
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est irréversible et empéche I'apparition de résistance. D’autres photosensibilisateurs, le N-
methyl protoporphyrin IX, N-methyl mesoporphyrin IX, and Zn-protoporphyrin IX, ont été
identifiés lors de nos travaux de criblage, et, de facon intéressante, certains avaient déja été
identifiés contre le virus VSV, avec le mécanisme de photoinactivation en présence de
lumiére clairement démontré (Cruz-Oliveira et al. 2017). La chlorine E6, identifiée dans notre
étude, a déja été montrée comme possédant des propriétés antivirales ciblant I’enveloppe
contreles virus VHC, HIV, DENV, MARV TCRV, et JUNV (Guo et al. 2011) mais le mécanisme
d’action de type PDI n’avait pas été démontré. A la lumiére de nos résultats, nous pouvons
supposer qu’il s’agit bien de ce mécanisme.

La pandémie actuelle de SARS-CoV-2 nécessite d’identifier de nouveaux antiviraux
rapidement. De nombreuses recherches montrant que les photosensibilisateurs sont
capables de PDI contre de multiples virus enveloppés en font de bons candidats. Le Pba
semble étre plus actif que la plupart des photosensibilisateurs déja décrits. Il est capable
d’inactiver rapidement le virus SARS-CoV-2 a faible concentration. Toutefois la dépendance a
la lumiére pour son effet antiviral est limitant. En effet il serait difficile d’utiliser cette
molécule en thérapie chez les patients atteints du COVID-19, car la lumiére ne rentre pas
jusque dans les poumons. Il existe pourtant des techniques permettant d’illuminer certains
organes, notamment pour la thérapie anti cancer ; ces mémes techniques pourraient étre
utilisées en combinaison du Pba pour traiter les patients atteints de COVID-19 sévere,
comme par exemple des fibres optiques pour éclairer les poumons via intubation chez des
patients déja en ventilation assistée (Almeida, Faustino, et Neves 2020; Sabino et al. 2020).

En outre, les propriétés du Pba en font potentiellement un excellant produit a utiliser
en prévention, par exemple sous forme d’un spray qui pourrait réduire la transmission.
L’application du Pba sous forme de spray nasal pourrait créer une barriére qui inactiverait les
virus entrants, car la voie respiratoire haute, comme le nez et la gorge, pourrait étre
suffisamment éclairée. Ce méme spray peut aussi étre utilisé comme désinfectant de surface,
détruisant tous virus présents ou tout virus arrivant sur une surface si cette surface est
éclairée. Le Pba est une molécule naturelle d’obtention aisée, il serait donc intéressant
d’étudier d’éventuelles applications peu colteuses pouvant réduire fortement les chances
de contact avec le virus SARS-CoV-2. De plus, de par son mécanisme d’action, les risques
d’apparition de résistance virale a ce produit sont quasi nuls et ce produit cible tout virus

enveloppé.
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Figure 1 : Analogues strcturaux de la delphinidine testés contre le HCoV-229E
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B- Projet 2 : Caractérisation du mécanisme d’action de
la delphinidine contre les coronavirus

Résumé

Au regard des activités antivirales déja mises en évidence au laboratoire pour
plusieurs polyphénols tels que I'EGCG et la delphinidine contre le VHC, nous avons entrepris
un criblage de plusieurs molécules de ce type contre le coronavirus HCoV-229E-Luc. Nous
avons montré que la delphinidine était la plus active. La delphinidine est une anthocyanidine,
pigment des fleurs et des fruits rouges. Le mécanisme d’action de la delphinidine a été
étudié. Elle inhibe I'entrée de HCoV-229E dans les cellules, principalement dans la voie
endosomale. De facon intéressante, elle cible la particule virale et nous avons pu montrer
grace a des mutants de glycosylation de la protéine S, que la delphinidine ciblait la protéine S
au niveau d’un résidu glycosylé (Asn1035). Ce mécanisme d’inhibition est contourné lorsque
la protéase TMPRSS2 est présente et que la fusion du virus avec la cellule se produit au
niveau de la membrane plasmique. La delphinidine est également active contre le SARS-CoV
et le MERS-CoV, uniquement dans la voie endosomale. Le modéle imaginé a la suite de ces
travaux est que la delphinidine se fixe sur la protéine S en ciblant spécifiquement un site de
glycosylation et accompagne la particule virale jusque dans I'endosome ou elle bloque une

étape précoce dans le cycle infectieux, probablement I’étape de fusion.
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Figure 2 : Criblage de multiples polyphénols contre HCoV-229E-Luc. Les cellules Huh-7 ont
été inoculées avec le virus HCoV-229E-Luc pendant 1h en présence de concentrations
croissantes de delphinidine et des autres composés ; le milieu a ensuite été renouvelé et les
cellules ont été lysées 7h aprés infection et I'activité luciférase a été quantifiée.
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Figure 3 : Dose-réponse de la delphinidine contre HCoV-229E en cellule Huh-7. Les cellules
Huh-7 ont été inoculées pendant 1h avec du HCoV-229E-Luc. Puis les cellules ont été lysées
7h post infection et I'activité luciférase a été quantifiée.
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Résultats

1 - La delphinidine est le composé le plus actif contre HCoV-229E-
Luc et inhibe la voie endosomale.

Nous avons tout d’abord voulu comparer I'effet antiviral de plusieurs analogues
structuraux de la delphinidine : la myrtilline, la pétunidine, la myricétine, I'épigallocatechine
(EGC) et 'EGCG (Figure 1 et 2). Les résultats montrent que la delphinidine est la plus active
des molécules testées. De plus il semble que la delphinidine soit active uniquement sur
I'entrée par la voie endosomale (en absence de TMPRSS2) car on observe une faible
inhibition de l'infection en présence de TMPRSS2. Enfin, I'inhibition de I'infection est dose-
dépendante. Ces premiers résultats confirment I'effet inhibiteur de la delphinidine sur
I'infection par le virus HCoV-229E et semble indiquer que la delphinidine n’impacte que la
voie d’entrée dans les endosomes. Nous avons ensuite déterminé I'lCsq de la delphinidine
(concentration nécessaire pour inhiber 50% de l'infection) en absence de TMPRSS2, en
infectant des cellules Huh-7 avec le virus HCoV-229E-Luc a différentes concentrations de

delphinidine (Figure 3). Et nous obtenons un ICso de 16,72 uM.
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Figure 4: Cinétique de l'effet de la delphinidine sur le cycle viral du HCoV-229E. La
delphinidine a été ajoutée a 100uM a différentes étapes du cycle viral. 30 min avant
I'infection, 1h au cours de l'inoculation en présence du virus, 30 min apres l'infection et

pendant 5h30 a I'étape de la réplication. Les cellules ont été lysées 7h post infection et
I'activité luciférase a été quantifiée.
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Figure 5: Les cellules Huh-7 ont été infectées 2h avec des pseudoparticules 299Epp ou
MERSpp ou HCVpp ou SARS2pp ou VSVpp en présence de delphinidine a 100 uM, puis le

milieu a été renouvelé et les cellules ont été lysées 48h aprés infection. L'activité luciférase a
été quantifiée au luminometre

Luciferase activity (% of control)
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2 - La delphinidine joue un role sur I’étape d’entrée et semble cibler
la particule virale.

Nous avons ensuite voulu préciser quelles étapes du cycle viral étaient inhibées par la
delphinidine. Pour cela nous avons tout d’abord effectué un test de cinétique d’infection. La
delphinidine a été ajoutée a différentes étapes du cycle viral : 30 min avant l'infection, 1h au
cours de l'inoculation en présence du virus, 30 min aprés l'infection, et pendant 5h30, a
I’étape de la réplication (Figure 4). Les résultats montrent que l'activité principale de la
delphinidine se situe a I'étape d’inoculation avec également un effet moins important quand
elle est ajoutée 30 min avant I'inoculation.

Ces résultats semblent indiquer que la delphinidine joue un réle au niveau de I'entrée.
Nous avons donc réalisé un test d’infection mais en utilisant les pseudoparticules 229Epp,
MERSpp et SARS2pp, qui miment la phase d’entrée des virus en question (figure 5). Nous
observons la méme tendance que précédemment bien qu’avec des valeurs luciférases plus
faibles. Comme avec le virus HCoV-229E, les résultats montrent que la delphinidine inhibe
I'infection des 229Epp en absence de TMPRSS2. De méme la delphinidine inhibe I'infection
des MERSpp et SARS2pp en l'absence de TMPRSS2. Ces résultats obtenus avec les

pseudoparticules confirment donc que la delphinidine a un effet sur I'entrée virale.
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Figure 6 : Effet direct de la delphinidine sur les particules. Le virus HCoV-229E-Luc a été pré-
incubé 30 min avec de la delphinidine a 100 uM ; le virus et la molécule ont ensuite été
dilués 10 fois pour I'étape d’inoculation sur les cellules (100puM=>10uM). En contrdle les
cellules ont été infectées avec le virus, sans préincubation, en présence de delphinidine a

100 uM et 10 uM. Les cellules ont été lysées 7h apres infection et I'activité luciférase
quantifiée.
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Figure 7 : Quantification de I'attachement des virus a la cellule. Les cellules Huh-7 ont été
infectées par le virus HCoV-229E-Luc a 4°C pendant 1 h, en présence de différentes

concentrations de delphinidine, puis les ARN ont été extraits et I’ARN viral quantifié par RT-
gPCR.
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Nous avons ensuite testé si la particule virale était directement ciblée par la
delphinidine. Pour ce faire, nous avons pré-incubé les particules virales avec la delphinidine a
100uM pendant 30 minutes puis dilué 10 fois avant infection ; les cellules ont ensuite été
lysées apres 7h d’infection comme précédemment. En contréle, des cellules ont été
infectées en présence de 100 uM de delphinidine (équivalent a la concentration utilisée lors
de la pré-incubation) ou avec 10 uM de delphinidine (équivalent a la concentration présente
dans le mix de préincubation dilué 10 fois) (Figure 6). On observe une inhibition de
I'infection similaire quand le virus est préincubé avec la delphinidine a 100 uM (avant d’étre
dilué 10 fois) et quand l'inoculation est réalisée en présence de 100 uM de delphinidine. Ce
résultat montre que la delphinidine a un effet direct sur la particule virale avant I'inoculation.
De fagon étonnante, cet effet est absent dans la voie d’entrée dépendante de TMPRSS2. On
suppose que la molécule se fixe sur la particule et délivre son effet plus tard a I'étape de
fusion, a condition que la fusion ait lieu dans les endosomes et non a la membrane.

Comme les résultats précédents montrent que la delphinidine a un effet direct sur la
particule virale, nous avons voulu savoir si la delphinidine bloquait I'étape d’attachement
entre le récepteur et la protéine d’enveloppe. Pour cela nous avons effectué un test
d’attachement du virus a la cellule en quantifiant les ARN viraux par RTqPCR (Figure 7). Des
cellules Huh-7 ont été inoculées avec du HCoV-229E pendant 1h a 4°C, ce qui permet
I'attachement des virus mais pas I'étape de fusions. Les résultats ne montrent aucune
différence de quantité d’ARN viral a la surface cellulaire en présence de delphinidine. I
semble donc que la delphinidine n’a pas d’effet sur I'attachement viral. Cela semble en
accord avec les résultats obtenus précédemment car on observe un effet différent selon les
voies d’entrée utilisées (avec ou sans TMPRSS2). Comme les différences entre ces deux voies
se situent aprés I'étape d’attachement il est logique qu’on n’observe aucune différence avec

ou sans delphinidine dans cette expérience.
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Figure 9 : Capacité infectieuse des mutants de glycosylation N27 (rouge), N6 (rose) et de la S
non mutée (bleu) en présence de delphinidine. Les cellules Huh-7 (transduites ou non avec
TMPRSS2) ont été infectées les 229pp mutées aux différents sites de glycosylation en
présence de concentrations croissantes de delphinidine. Les cellules ont été lysées 48h aprés
infection et I'activité luciférase quantifiée.
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3 - La delphinidine cible I'asparagine glycosylée Asn1035 de la
protéine S du HCoV-229E
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Figure 8 : Sites de glycosylation de la protéine S du HCoV-229E (Ariane Bonnin, 2018)

Afin d’aller plus loin dans la caractérisation du mécanisme d’action de la delphinidine,
nous avons étudié son effet sur des mutants de glycosylation de la protéine S obtenus par
Ariane Bonnin au cours de son Doctorat au laboratoire. La protéine S du HCoV-229E posséde
33 sites potentiels de N-glycosylation (figure 8). Chacun de ces sites a été muté
individuellement et |'effet des mutations sur l'infection a été testé en utilisant le systéme
229pp. Une des mutations, sur le site de glycosylation N27, a un effet sur I'infection du virus
uniquement en absence de TMPRSS2. Ce mutant est également faiblement infectieux.
L’hypothese est que ce site de glycosylation est nécessaire a la fusion via la voie endosomale.
Comme la delphinidine inhibe également cette voie, nous avons postulé que sa cible d’action
était peut-étre ce site de glycosylation. Pour vérifier cette hypothése, nous avons réalisé des
infections en présence de delphinidine avec des 229pp ayant des mutations sur différents
sites de glycosylation de la protéine S. Le mutant N6 présente un niveau d’infection tout
autant diminué que le N27 mais dans les deux voies d’entrée, il nous sert donc de contréle.
D’autres mutants correspondant a des sites de glycosylation proche du N27 sur la séquence
d’acides aminés sont aussi utilisés, avec des niveaux d’infection plus élevés (N25) ou plus
faibles (N26 et N28) que le contréle protéine sauvage (WT) dans les deux voies d’infections
(Données non montrées). Les résultats indiquent une réduction de I'infection en présence de
delphinidine pour tous les mutants excepté le mutant N27 qui reste a un niveau d’infection
bas mais constant (Figure 9). Le mutant N27 est donc résistant a la delphinidine, ce qui

semble prouver que la cible de la delphinidine sur la protéine S est le résidu N27 glycosylé.
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Figure 10 : (A) Quantification par RT-gPCR de I’ARN viral présent dans les cellules 16h apres
infection en présence de delphinidine. La quantité d’ARN viral a été rapportée a la quantité
d’ARN total (ARN cellulaire et ARN viral). (B) Mesure du titre infectieux (TCIDso/ml). Des
cellules Huh-7 et VeroE6 ont été infectées par MERS-CoV et SARS-CoV-2 respectivement en
présence de delphinidine. Les virus ainsi produits ont été dilués de 10 a 102 fois et ont servi a
infecter d’autres cellules. Les puits contenant des cellules lysées ont été comptabilisés 6
jours apres infection.
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4 - La delphinidine est capable d’inhiber les coronavirus hautement
pathogénes.

Afin de vérifier les résultats obtenus avec le virus HCoV-229E-Luc, nous avons utilisé
les mémes techniques de quantification de I’ARN viral et de TCID50 pour quantifier I’effet de
la delphinidine sur les virus MERS-CoV et SARS-CoV-2 en laboratoire BSL3 (Figure 10). Des
cellules Huh-7 ont été utilisées pour I'infection par le MERS-CoV, et des cellules VeroE6 ont
été utilisées pour l'infection avec le SARS-CoV-2. On observe que la delphinidine posséde
également un effet inhibiteur de I'infection avec ces deux virus a la fois en TCID50 et en
guantification d’ARN apreés infection. La chloroquine a été utilisée comme controle positif.

L’'ensemble de ces résultats permettent de conclure que la delphinidine a un effet
antiviral dose-dépendant contre plusieurs coronavirus humains au niveau de ['étape
d’entrée par endocytose mais pas (ou peu) a I'étape d’entrée a la membrane dépendante de
TMPRSS2. La delphinidine semble efficace a la fois contre le virus MERS-CoV et également

contre le virus SARS-CoV-2.
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Figure 11 : Criblage des 31 dérivés de la delphinidine contre le HCoV-229E en cellule Huh-7.
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Figure 11 (suite): Des cellules Huh-7 transduites ou non par TMPRSS2, ont été innoculées par
du HCoV-229E-LuC en présence de concentrations croissantes des differents analogues. La
viabilité des cellules Huh-7 en présence des composés a été calculée via un test MTS a 24h.
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Table 1: ICso, CCsp et SI des 8 analogues sélectionnés dans le crible figure 11. La Sl est
calculée a partir de I'ICsg la plus haute.

Molécules 1Cs0 (UM) 1Cs0 (LM) CCso (UM)24h  SI
-TMPRSS2 +TMPRSS2

Delphinidine 16,72 NA >800 >47,8
Analoguel 1,946 1,657 72,42 38
Analogue2 0,54 0,92 >100 >108
Analogue4 2,6 2,6 >100 >38,5
Analogue5 0,065 0,08 45,39 567
Analogue8 0,12 0,38 >75 197
Analoguel9 24,7 23,8 >100 4
Analogue20 4,747 3,164 79 16,8
Analogue30 15,5 9,7 24,48 15
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5 - Des dérivés obtenus par modification chimique sont plus actifs
gue la delphinidine contre le coronavirus HCoV-229E

Dans le but de générer des dérivés plus actifs que la delphinidine, nous avons
entrepris une collaboration avec des chimistes du laboratoire de Chimie Bio-organique et
Médicinale de Strasbourg, dirigé les Drs Mourad Elhabiri et Elisabeth Davioud. Les
chercheurs ont pu produire une trentaine de dérivés de la delphinidine, en ajoutant des
groupements chimiques de diverses natures sur le cceur de la molécule.

Ces molécules ont été criblées contre le HCoV-229E-Luc afin d’effectuer une
premiere sélection de composés plus actifs que la delphinidine. La toxicité de ces molécules
a aussi été quantifiée (Figure 11). Grace a ce crible, nous avons sélectionné 8 analogues qui
possédaient une activité supérieure a la delphinidine, tout en étant non toxiques aux
concentrations actives. Il s’agit des analogues 1, 2, 4, 5, 8, 19, 20 et 30. Des expériences de
dose réponse comme décrit dans la Figure 2 nous ont permis d’obtenir des ICso et CCsg pour
chaque molécule (Table 1).

Ainsi nous nous sommes rendus compte qu’une combinaison spécifique de
groupements dont nous ne pouvons pas divulguer la nature avant publication, augmentait
considérablement I'effet antiviral de la delphinidine. Le composé le plus actif, 'analogue 5, a
un ICso bien inférieur a celui de la delphinidine (ICso= 65 + 5 nM) et de plus le composé
semble agir sur les 2 voies d’entrée avec la méme efficacité. Enfin, il est non toxique aux
concentrations actives (CCso= 45 uM). D’autres études mécanistiques sont en cours afin de
déterminer son mode d’action. Des résultats préliminaires non présentés ici semblent
indiquer qu’il ne cible pas la particule virale ni I'étape d’entrée, toutefois son effet antiviral
fort nous empéche de déterminer avec précision son action via une expérience de cinétique
comme décrit dans la Figure 4. D’autre part, nos résultats préliminaires semblent montrer

gue cet analogue n’est pas actif contre le SARS-CoV-2.
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Au cours de la méme collaboration, nous nous sommes intéressés a une autre
molécule naturelle qu’est la ladanéine. Cette molécule a été identifié¢e comme inhibiteur
d’entrée contre VHC (Haid et al. 2012). L’équipe du Dr Elisabeth Davioud et du Dr Mourad
Elhabiri nous ont fourni plusieurs dérivés de la ladanéine que nous avons testés sur le HCoV-
229E-Luc. Ce projet a été mené avec un stagiaire de BTS, Geoffrey Hubert que j'ai encadré
pendant 2 mois (décembre 2019-février 2020) Nos résultats montrent que les molécules
dérivées de la ladanéine modifiées avec un type de groupements particulier semblent plus
efficaces et moins toxiques que la ladaneine (Figure 12). De plus il semblerait que ces
composés soient efficaces sur les deux voies d’entrée (avec et sans TMPRSS2). Ces résultats

sont prometteurs et les molécules les plus intéressantes vont étre testées contre le SARS-

CoV-2.
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Figure 12 : Inhibition de l'infection par le HCoV-229E-Luc des cellules Huh-7 transduites ou
non par TMPRSS2, en présence de concentrations croissantes de dérivés fluorés de la
ladaneine (courbe rouge et grise). La viabilité des cellules Huh-7 en présence des composés a
été calculée via un test MTS a 24h et 48h (courbe bleu et verte).
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Conclusions

L’'ensemble de nos résultats présentés ici montrent que la delphinidine est un
inhibiteur d’entrée des coronavirus dans la voie endosomale. La delphinidine agit
directement sur la particule virale et semble cibler le site de glycosylation N27 du HCoV-229E.
Le fait que la delphinidine soit active uniquement dans la voie endosomale n’en fait pas un
bon candidat pour un antiviral car les coronavirus utilisent principalement la voie
membranaire pour entrer dans les cellules. Cependant, elle peut étre un outil pour mieux
comprendre le mécanisme d’entrée dans la voie d’endocytose des coronavirus grace a ses
propriétés particulieres. Grace a notre collaboration avec I'équipe de Dr Elhabiri nous avons
identifié un nouveau composé dérivé de la delphinidine beaucoup plus actif contre le HCoV-

229E qui est donc plus prometteur comme antiviral contre les coronavirus.
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IV - DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Une moitié de ces travaux de these a été consacrée a l'identification du Pba suite au
fractionnement bioguidé d’un extrait de plante utilisé en médecine traditionnelle ivoirienne.
Le Pba est grandement décrit pour ses propriétés photodynamiques utilisées en essais
cliniques comme candidat pour la PTD. Cependant, bien qu’il soit décrit comme possédant
des activités antivirales, le mécanisme de PDI impliquant la lumiére n’a jamais été mis en
évidence, de plus I'effet antiviral du Pba n’était pas décrit contre les coronavirus avant ces
travaux de these.

Nos travaux ont montré que le Pba utilisait le mécanisme de PDI contre les
coronavirus HCoV-229E, MERS-CoV et SARS-CoV-2 et inhibait I'’étape de fusion par oxydation
des lipides constituant I'enveloppe virale. Nous avons aussi montré que le Pba a était
capable d’inhiber d’autres virus enveloppés comme Sinbis, YFV et VHC mais pas le virus
coxsackie, virus non enveloppé.

Les propriétés antivirales dépendant de la lumiere du Pba rendent son utilisation
complexe. Dans le but d’envisager une utilisation chez 'homme nous avons réalisé une
étude in vivo sur des souris humanisées pour le récepteur ACE2 en collaboration avec
I’équipe de Francois Trottein. Malheureusement, comme nous le pressentions, I'absence de
lumiére dans les poumons de I’'animal empéche le Pba de photoinactiver les particules
virales du SARS-CoV-2. De ce fait, il semble compliqué d’envisager un traitement antiviral
chez 'homme a base de Pba. Toutefois il existe des techniques d’irradiation lumineuse
utilisées en cancérologie, (Almeida et al. 2020; Sabino et al. 2020). Ces techniques utilisant
des fibres optiques chez des patients intubés pourraient illuminer suffisamment les
poumons pour que le Pba puisse agir contre le virus. Cependant, les patients hospitalisés
dans les cas de COVID-19 avec une ventilation mécanique et oxygénation par intubation sont
principalement dans les stades tardifs de la maladie, ou les dégats sont causés par une
hyperinflammation présente dans les poumons et non pas par la présence de virus réplicatifs.
Ainsi une utilisation efficace du Pba chez I’'homme nécessiterait la pose de fibre optique chez
des patients dans la 2° phase de la COVID-19, ce qui serait trop complexe a réaliser.

En revanche, la nature non toxique et naturelle du Pba pourrait en faire un
désinfectant de surface, cela aurait un effet double : I'inactivation des virus présents lors de
I'application et un effet protecteur contre les virus se déposant sur la surface aprés

application tant que le Pba n’est pas retiré et que la surface est exposée a une source
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lumineuse (lumiére blanche provenant d’une quelconque lampe d’intérieur ou lumiere du
soleil)

Il existe déja sur le marché des équipements filtrant I’air ambiant et inactivant les
virus pris dans le filtre par une forte exposition aux rayons UV. Le Pba combiné a cette
technologie pourrait grandement augmenter les capacités d’inactivation de ces filtres. On
peut aussi envisager d’utiliser le Pba en prévention, par exemple sous forme de spray dans
les voies respiratoires hautes, premier lieu d’infection du SARS-CoV-2, et suffisamment
exposé a la lumiere extérieure pour déclencher le mécanisme de PDI.

Enfin le Pba est un composé naturel trés facile a obtenir, induisant un colt de
production tres faible comparé a d’autres produits chimiques utilisés au cours de la
pandémie de COVID-19. Etudier des potentielles applications comme citées au dessus
pourrait donc se faire a faible co(t.

La delphinidine, une anthocyanidine identifiée dans le laboratoire comme un
inhibiteur de I'étape d’entrée de VHC (Calland et al. 2015) a été I'objet de mon deuxiéme
projet sur lequel j'ai investi la moitié de ma thése. Au cours de ces travaux de thése, nous
avons démontré que la delphinidine avait un effet antiviral dose dépendant contre les
coronavirus pendant I'étape d’entrée en ciblant la particule virale. La cible de la delphinidine
semble étre 'asparagine glycosylée en position 1035 sur la protéine S du HCoV-229E. Nous
avons créé des mutants des sites de glycosilation de la protéine S du MERS-CoV sur des
régions homologues a celle du HCoV-229E présenté ici, mais ces mutations empéchent
complétement l'infection des MERSpp par la voie endosomale sans réduire leur capacité
infectieuse par la voie membranaire. Notre hypothése est que la delphinidine s’attacherait a
ce glycane qui semble primordial pour I'entrée du virus par la voie endosomale, ce qui aurait
comme conséquence l'inhibition de I’étape de fusion.

En effet, comme montré sur la Figure 1 (Yuan et al. 2017), cette région de la protéine
S correspond a la région qui va changer de conformation pour s’apparier une fois le peptide
de fusion inséré dans la membrane de la cellule cible : ce changement de conformation va
rapprocher la membrane cellulaire de la membrane virale provoquant la fusion. Or, si la
delphinidine se trouve dans cette région au moment de la fusion (ici entre le domaine SBD3
et HR2 sur le schéma Figure 1), il est envisageable que I'appariement entre HR1 et HR2 soit
inhibé, empéchant le rapprochement des membranes. Une autre hypothese serait que ce
glycane joue un role clé lors des étapes d’entrée. En effet (Casalino et al. 2020) ont montré
que la protéine S était fortement glycosylée et que ces glycanes étaient nécessaires au bon
déroulement de I'étape d’entrée via divers changements de conformation. La neutralisation
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ou modification d’un des glycanes par la delphinidine sans nécessairement s’y fixer pourrait
bloguer un mécanisme clé pour les étapes précoces du cycle viral autre que I'appariement

des domaines HR1 et HR2.

Host membrane

&
CR | \:used membrane
Membrane fusion
S2 cleavage site \R‘

Viral membrane

UH

S2’ cleavage site

Figure 1 : Changement de conformation de la protéine S du MERS-CoV permettant la fusion
membranaire (Yuan et al. 2017)

A la suite de notre collaboration avec I'équipe de Dr Elharbiri du laboratoire de
Chimie Bio-organique et Médicinale de Strasbourg nous avons identifié un nouveau composé
dérivé de la delphinidine, bien plus actif contre le coronavirus HCoV-229E (ICso= 65 nM). Ce
composé ne semble pas actif contre le SARS-CoV)2 et doit encore étre testé contre le MERS-
CoV mais serait potentiellement un antiviral prometteur. Toutefois son mécanisme d’action
reste a étre élucider. En effet, contrairement a la delphinidine, ce composé semble avoir un
effet antiviral similaire dans la voie d’entrée endosomale et membranaire.

En parallele de ce projet, nous nous sommes intéressés a la ladanéine, qui a été
identifiée comme antiviral contre le VHC (Haid et al. 2012). Plusieurs dérivés de la ladaneine
ont montré une meilleure efficacité que le composé d’origine, pouvant étre des composés
prometteurs contre le SARS-CoV-2.
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VI - ANNEXE

A - Table récapitulative des molécules décrites

Utilisation contre

Effets

Formule

Nom et effets

la COVID-19

secondaires

Déxaméthasone

Agoniste du récepteur
au glucocorticoide. Anti-
inflammatoire utilisé
lors d’allergies, asthme,

rhumatisme

Traiter les stades
d’hyperinflammation
dans les formes

sévéres

Perte de masse
osseuse, risque
d’infection
opportuniste, perte
de tonicité
musculaire,

dépression

Hydroxychloroquine

Anti-inflammatoire et
antalgique.Traitement
contre la polyarthrite.
Initialement développé

contre le paludisme

Inhibition de la voie
d’entrée endosomale

pH dépendant

Risque en cas de
surdosage. Risque
cardiaque,
neuronale, rénaux,
hépatocytaire,

rétinopathie

NH,
01 .0 T N
P, N
HN Y o Y _
o NNV
Sy
-0 HO  OH

Remdesivir

Analogue nucléotidique
de I'adénosine, utilisé
contre le virus Ebola.

Inhibe I’ARN polymérase

ARN dépendante

Inhibition de I'étape de
réplication par
incorporation de
molécule de
Remdesivir a la place

des adénosines

Lésions rénales et

trouble hépatiques
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Ribavirine

Inhibition de I'étape de

réplication par

Anémie

hémolytique,

HO _N ) _ céphalées, fatigue,
0 N incorporation de
Analogue nucléotidique troubles digestifs,
molécule de Ribavirine

de la guanosine a large . anxiété, dépression,

OH OH a la place des ' )
spectre toux, inflammation

guanosines
cutanée
Lopinavir/Ritonavir Diarrhées,

vomissement,

Inhibiteur de protéase Inhibition de la céphalées, troubles

du VIH, le Ritonavir est
aussi un inhibiteur

enzymatique

protéase virale 3CLpro

hépatiques et
pancréatiques,

myalgie, fatigue

Ivermectine

Inhibition de
I'importine alpha/beta.

Inhibition indirecte des

Faible neurotoxicité

Bua T 1 Antiparasitaire a spectre
°"H“~g' protéines accessoires
o large
du coronavirus
f ) Surfactine Insertion dans
- ~ .
| I’enveloppe lipidique et
[ 1 ND
. e Lipopeptide amphiphile disruption de la
4
) dérivé des bactéries particule virale
Cl
Cl
MLN-4760
Aucune toxicité in
N NA
N vitro
JEJIO = Inhibiteur d’ACE2
OH
N
O
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Chlorpromazine

Antipsychotique contre
la

schizophrénie et les

Inhibition de

I’endocytose clatherine

Gain de poids,

épilepsie, tension

dépendant musculaire
troubles bipolaires
\
AN Q 0[/ . . .
HO Arbidol — Umifénovir
N
Br N\ S@ Potentiel inhibiteur de
Inhibiteur de fusion ND
fusion
utilisé contre la grippe
en Russie et en Chine
I
o N " Trouble
e J\/m/\oﬂw& o Camostat
ha o » Inhibition de la serine hépatocitaire,
H
protéase TMPRSS2 trouble allergique,
Inhibiteur de sérine
jaunisse
protéase
H H 0. __NH;
H Bocéprévir
Hon N o] Inhibiteur potentiel des Fatigue, anémie,
o]
XNYN -0 protéases 3CLpro et nausée, maux de
o _: Inhibiteur de protéase
“\ PLpro téte

du VHC ciblant la

protéine NSP3

Dimethylamiloride

Analogue de I’Amiloride
pour le traitement des

leucémies

Inhibe la traduction en
se fixant sur les sites

IRES des ARN

Trouble gastrique,
maux de téte,
vomissement, perte

d’appétit

HN/OH
B
0. NJ\O
Q.
o]
OH OH

Molnupiravir

Analogue nucléosidique
de la cytidine
initialement créé contre
le virus de la grippe et

abandonné

Inhibition de I'étape de
réplication par
incorporation de
molécules de
Molnuopiravir a la

place des cytidines

Potentiel risque
mutagene et
génération de

variant
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Paxlovid

Inhibiteur de protéase

3CLpro des coronavirus

Inhibiteur de la
protéase 3CLpro en
combinaison avec le
Ritonavir pour réduire
la métabolisation du

Paxlovid

Risque iatrogéne
selon les interactions
avec d’autres

médicaments

Plitidepsine

Propriété
immunosupressive et

anti cancéreuse

Inhibition indirecte de
la réplication virale par
inhibition du facteur

d’élongation eEF1A

Nausée,
vomissement,

diarrhée, fatigue

Nom et origine

Utilisation contre la

COovID-19

Effets secondaires

Griffithsin

Isolé de I'algue rouge

Inhibition de I'étape
d’attachement en se

fixant sur la protéine S

ND

Emétine

Racine d’épicéa, utilisé

comme antiprotozoaire

Inhibition de I'étape

d’entrée

Vomissement,

troubles cardiaques

Lycorine

Extrait de la racine de

Lycorice radiata

Inhibition de I’ARN
polymérase ARN

dépendante

Inhibiteur de la
synthese d’actine,
peut provoquer

I'apoptose cellulaire

Cryptotanshinone

extraite de Salvia

miltiorrhiza Bunge

Inhibition de la
protéase cellulaire

TMPRSS2

ND

Curcumine pigment

du curcuma longa

Propriété anti-

inflammatoire

Non observé a la

dose prescrite
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Resvératrol

Propriété anti-

ND
Extraite du raisin et inflammatoire
mire
Silvestrol Inhibiteur de I'elF4A
utilisé lors de la
ND
extrait de I'’Aglaia traduction de certains
silvestris ARN messagers
Glycyrrizhine
Anti-inflammatoire et
ND

extrait de la réglisse

immunomodulateur
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Abstract

The SARS-CoV-2 outbreak has highlighted the need for broad-spectrum antivirals against
coronaviruses (CoVs). Here, pheophorbide a (Pba) was identified as a highly active antiviral
molecule against HCoV-229E after bioguided fractionation of plant extracts. The antiviral
activity of Pba was subsequently shown for SARS-CoV-2 and MERS-CoV, and its mechanism of
action was further assessed, showing that Pba is an inhibitor of coronavirus entry by directly
targeting the viral particle. Interestingly, the antiviral activity of Pba depends on light exposure,
and Pba was shown to inhibit virus-cell fusion by stiffening the viral membrane as demonstrated
by cryo-electron microscopy. Moreover, Pba was shown to be broadly active against several
other enveloped viruses, and reduced SARS-CoV-2 and MERS-CoV replication in primary
human bronchial epithelial cells. Pba is the first described natural antiviral against SARS-CoV-2
with direct photosensitive virucidal activity that holds potential for COVID-19 therapy or

disinfection of SARS-CoV-2 contaminated surfaces.
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Introduction

The COVID-19 pandemic has highlighted the lack of specific antiviral compounds available
against coronaviruses (CoVs). COVID-19 is caused by the severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), the third identified human CoV causing severe pneumonia (1-3).
Before 2003, coronaviruses were known to cause severe diseases in animals, but human CoVs,
such as HCoV-229E and OC-43, were mainly associated with common colds, and only rarely
with severe outcomes (4). The severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV)
outbreak in 2003 was the first emergence of a highly pathogenic human CoV. The second highly
pathogenic coronavirus, identified in 2012 in Saudi Arabia, is the Middle-East respiratory
syndrome coronavirus (MERS-CoV), which is still endemically present up to date. SARS-CoV-2
is highly related to SARS-CoV (5). The tremendous efforts of the scientific community
worldwide to counteract the COVID-19 pandemic have rapidly led to the development of highly
efficient vaccines that are now administered worldwide. Unfortunately, the emergence of SARS-
CoV-2 variants in different regions of the world might render the vaccines less efficient and may
necessitate a booster vaccination every year which might not be achievable for billions of human
beings in all parts of the world. Therefore, to get rid of this pandemic and face future epidemics,
it is assumed that not only vaccination is necessary but also the availability of efficient antiviral
treatments. Before the emergence of SARS-CoV-2, no specific antiviral was commercially
available for treatment of CoV infections. Due to the urgent need for antivirals against SARS-
CoV-2, many researchers have focused their investigations on repurposing available drugs.
Unfortunately, until now, none of them has been able to significantly reduce severe outcomes in
patients. High content screening in vitro of approved drugs identified some potential interesting
antiviral molecules that have still to be tested in clinic on patients with COVID-19 (6-8).
Protease and polymerase inhibitors are also widely investigated in in vitro studies (9). Recently,

White et al. identified plitidepsin, an inhibitor of the host protein eEF1A as a potential antiviral
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agent for SARS-CoV-2 (10). To date, only synthetic neutralizing monoclonal antibodies have
been approved for emergency usage in newly infected patients.

Coronavirus are members of the Coronaviridae family within the order Nidovirales. CoVs are
enveloped viruses with a positive single-stranded RNA genome of around 30 kb. The genome
encodes 4 structural proteins, the nucleocapsid (N), the spike (S), the envelope (E), and the
membrane (M) proteins. The S protein is important for the interaction of the viral particle with
the cellular host receptor, being angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) for SARS-CoVs (11,
12), dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) for MERS-CoV (13) and aminopeptidase N (APN) for HCoV-
229E (14). Once attached, the virus releases its genome into the cytosol by fusion of the viral
envelope with a host membrane. This fusion process is mediated by the S protein, a class I fusion
protein, and can occur either at the plasma- or at the endosomal membrane. Viral class I fusion
proteins are typically synthesized as inactive precursor proteins and require proteolytical
activation by cellular proteases to acquire their fusion competent state. The host-cell protease
TMPRSS?2 has been shown to be necessary for plasma membrane fusion of many coronaviruses
including SARS-CoV-2 (12, 15, 16), whereas cathepsins are often involved in fusion processes at
endosomal membranes (17).

It is estimated that about 80% of the global population rely on traditional medicine to treat
infectious diseases. Plants are a natural source of compounds with a structural diversity that is
much higher than those obtained by chemical synthesis. Many of these compounds have proven
their antiviral activity in vitro. To date, some reports describe the antiviral activity of natural
compounds on coronavirus including SARS-CoV-2, but many of them are in silico analyses
without any in vitro or in vivo evidence (18, 19).

Here we show that pheophorbide a (Pba) isolated from Mallotus oppositifolius (Geiseler)
Miill Arg. (Mo, Euphorbiaceae) leave crude extract after bioguided fractionation has antiviral

activity against various CoVs, including HCoV-229E, MERS-CoV and SARS-CoV-2, but also

181



93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

against other enveloped viruses, such as yellow fever virus (YFV), hepatitis C virus (HCV) and
Sindbis virus (SINV). Moreover, we demonstrate that Pba is an antiviral photosensitizer directly

acting on the viral particle, thereby impairing the virus-cell fusion step.

Results

Pheophorbide a (Pba) isolated from the crude methanolic extract from Mallotus
oppositifolius (Geiseler) Miill. Arg. is highly active against HCoV-229E

Fifteen plants methanolic extracts from the Ivorian pharmacopeia, which were initially screened
for their anti-HCV activity (Bamba ef al., submitted), were tested against HCoV-229E-Luc, a
luciferase recombinant version of HCoV-229E, which allows for a rapid and easy screening of
diverse molecules in vitro. Seven of the fifteen extracts significantly reduced HCoV-229E
infection (Figure 1A), whereas none of the extracts showed cytotoxicity in Huh-7 cells at the
tested concentrations (Bamba ef al., submitted). The Mallotus oppositifolius (Mo) crude extract
was the most active and therefore selected for further analyses. A bioguided fractionation was
performed to find out the active compound(s) in this plant. This revealed that the methylene
chloride (MC) partition was the most active on HCoV-229E (Figure 1B) and was therefore
chosen for fractionation by centrifugal partition chromatography (CPC), leading to 10 fractions
(F1-F10). Among these fractions, F7 was the most active and subjected to further fractionation by
preparative high performance liquid chromatography (HPLC), leading to 9 subfractions (F7.1-
F7.9). F7.7 was the most active of them and seemed to contain only one molecule. This dark
green product was analysed by LC-UV-MS, which revealed only one peak (m+H = 593,3) with
two maxima of absorption in the visible light (409 and 663 nm). This information was used for a

Dictionary of Natural Product search (https://dnp.chemnetbase.com/), indicating that this

molecule could be pheophorbide a (Pba). F7.7 purity and chemical structure was further

confirmed by nuclear magnetic resonance (NMR)(data not shown).
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To confirm that Pba was the active compound of the Mo extract, a dose-response experiment was
performed with both the pure compound isolated in F7.7 and commercial Pba against HCoV-
229E-Luc in Huh-7 cells. As shown in Figure 1C, ICso values were comparable for both natural
and commercial Pba (0.51 uM and 0.54 pM, respectively), confirming that Pba was indeed the

active substance of Mo.

Pba is active against several human CoVs at non-cytotoxic concentrations

Prior to the assessment of its broad-spectrum activity against various CoVs, the cytotoxicity of
Pba was determined in different cells lines. As Pba is known to be a photosensitizer it was
assumed that light could affect its toxicity. MTS assays were performed in similar conditions
than the infection procedures. Cells were incubated with Pba at different concentrations and taken
out of the incubator after 1 h to change the medium and left for 10 min under light exposure in
the biosafety cabinet (BSC), after which they were replaced in the incubator for 23 h. In parallel,
plates were kept for 24 h in the dark. Pba did not exhibit any toxicity at concentrations up to
120 uM when left in the incubator for 24 h without light exposure, whereas it showed some
toxicity when the cells were shortly exposed to light, with CCs, values of 4.4+ 1.2 uM, 5.8+ 1.9
uM and 5.5 £ 2.0 uM for Huh-7, Vero-E6 cells, and Vero-81, respectively (Figure 2 and Figure S1).
Taken together, these results show that the cytotoxicity of Pba in cell culture depends on light
exposure.

The antiviral activity of Pba was tested on different human CoVs. It was first confirmed on
HCoV-229E by measuring infectious titers (Figure 2) with an ICs value of 0.1 puM, resulting in a
selectivity index of 44. Similarly, infection inhibition assays were performed with various non-
cytotoxic concentrations of Pba against SARS-CoV-2 and MERS-CoV. As shown in Figure 2,

Pba had a strong antiviral effect against both highly pathogenic coronaviruses at non-toxic

183



142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

concentrations, with ICs, values of 0.18 uM for both SARS-CoV-2 and MERS-CoV, resulting in

a selectivity index of 32 and 24, respectively.

Pba is an inhibitor of coronavirus entry by direct action on the particle

Coronaviruses fusion is triggered by proteolytic cleavage of the spike protein. Depending on
cellular proteases available, fusion can occur after endocytosis of the virus or directly at the cell
surface. It has been demonstrated that HCoV-229E and SARS-CoV-2 fusion at the plasma
membrane depends on the expression of the TMPRSS2 protease (12, 20), and for many
coronaviruses the entry via fusion at the plasma membrane has been shown to be the most
relevant pathway in vivo (21). To determine if Pba was able to inhibit both entry pathways, its
antiviral activity was tested in Huh-7, and Huh-7-TMPRSS?2 cells, the latter being obtained after
transduction with a TMPRSS2 lentiviral expression vector. Two inhibitors of the entry pathway
were used as a control, E64D as inhibitor of the endocytic pathway and Camostat as inhibitor of
the TMPRSS2 protease. As shown in Figure S2, E64D specifically inhibited HCoV-229E
infection in Huh-7 cells whereas Camostat inhibited infection in Huh-7-TMPRSS2 cells.
Complete inhibition of infection was observed when a combination of the two inhibitors was
used, showing that both entry pathways can be used in vitro. No difference in antiviral activity of
Pba against HCoV-229E infection was observed in the presence or absence of TMPRSS2 (Figure
3A). Similar results were obtained with SARS-CoV-2 in Vero cells (our unpublished
observation). These results show that Pba exhibits antiviral activity whatever the entry pathway
used.

To gain insights into the mechanism of action of Pba, a time-of-addition assay with Pba was
performed during HCoV-229E or SARS-CoV-2 infection. Therefore, Pba was added at different
time points before, during or after inoculation. All experiments were performed under BSC’s

light exposure. For both viruses, no inhibition of infection was observed when Pba was added to
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the cells before inoculation (pre-treatment of the cells), whereas a strong inhibition of infection
was noticed when Pba was present during the virus inoculation step (Figure 3B and 3C). When
Pba was added only after inoculation, its inhibitory effect rapidly dropped and normal levels of
infectivity were observed again when Pba was added more than 2 h after inoculation.
Chloroquine is a well-known inhibitor of SARS-CoV-2 replication in vitro, as it inhibits virus-
cell fusion after endocytosis by preventing endosomal acidification. As shown in Figure 3C, the
Pba and chloroquine inhibition curves were rather similar, showing that Pba could inhibit virus
entry. It is worth noting that normal levels of infectivity were observed when Pba was added
more than 2 h after inoculation, whereas chloroquine-treated cells remained at around 60% of
normal levels which may be due to inhibition of the second round of entry since our experimental
conditions are compatible with reinfection. Taken together, these results suggest that Pba is
mhibiting virus entry.

Since no antiviral activity was observed with cells treated with Pba prior to inoculation, we
wondered whether Pba targets the virus instead of the cells. To test this hypothesis, HCoV-229E-
Luc was pre-incubated for 30 min at a concentration 10 times higher than that used during
inoculation. For this experiment, HCoV-229E-Luc was pre-incubated with Pba at 2 uM for 30
min, then diluted to reach a concentration of Pba of 0.2 uM for inoculation, a concentration
which does not severely impact HCoV-229E-Luc infection as shown above. In parallel, cells
were directly inoculated with HCoV-229E-Luc at 0.2 and 2 M as a control. The results clearly
show that when HCoV-229E-Luc was pre-treated with Pba at high concentration (2 uM) before
inoculation at low concentration (0.2 uM), the antiviral activity was much stronger than when
inoculation was performed in the presence of 0.2 pM Pba without any pre-treatment (Figure 3D).
Taken together, these results indicate that Pba inhibits HCoV entry by a direct effect on the viral

particle.
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Pba is an inhibitor of viral fusion

Virus entry can be divided into two different steps, firstly the viral attachment to the cell surface,
and secondly the fusion of the virus envelope with cellular membranes. To further define the
mode of action of Pba, experiments were performed with HCoV-229E, which can be manipulated
in a lower containment facility. To determine a potential effect at the attachment step, Huh-7-
TMPRSS?2 cells were incubated with HCoV-229E in the presence or absence of Pba at 4°C for 1
h. These conditions block endocytosis but allow virus attachment to the cell surface. Cells were
rinsed with PBS and the amount of virions attached to the surface was determined by
quantification of viral genomes by qRT-PCR. As shown in Figure 4A, only a slight and non-
significant decrease in RNA levels was observed in the presence of Pba, indicating that Pba
barely affect virus attachment. The action of Pba on the fusion step was investigated in virus-cell
fusion assay by using trypsin as an exogenous protease to induce coronavirus membrane fusion at
the plasma membrane (22, 23). Huh-7 cells were treated with NH4CI to inhibit fusion in the
endocytic pathway and viruses were bound at the cell surface at 4°C. Then, fusion was induced
by a short trypsin treatment at 37°C. Entry at the cell surface was more efficient in presence of
trypsin compared to the control (Figure 4B), which is consistent with other reports (22, 23). In
addition, Pba at both 0.5 and 1 uM strongly inhibited infection levels in trypsin-mediated fusion
conditions in a similar range compared to the inhibition seen with the control. Taken together,
these results indicate that Pba inhibits entry at the fusion step and not by preventing attachment.
Two viral structures are involved in the virus-cell fusion, namely the spike protein and the viral
membrane itself. To find out if Pba targets the spike, a cell-cell fusion assay was performed. For
this, the SARS-CoV-2 spike protein was transiently expressed by plasmid transfection in Vero-81
cells. At 6 h post-transfection, the medium was replaced with medium containing either DMSO
or 1 uM Pba until 24 h p.t.. As shown in Figure 4C, spike induced cell-cell fusion (apparent as

syncytium formation) occurred equally well in control (DMSO)- and Pba-treated conditions,
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indicating that Pba cannot prevent cell-cell fusion induced by the viral spike protein. Taken

together these results are not in favour of an effect of Pba on the viral spike fusion protein.

The antiviral activity of Pba is increased upon light exposure and targets the viral
membrane

Given that Pba is photoactivable, we wondered whether its antiviral effect is light-dependent. We
therefore inoculated Huh-7 cells with HCoV-229E in the presence of Pba under different light
exposure conditions. As shown in Figure S3, the antiviral activity of Pba increased upon light
exposure. However, even in the dark, antiviral activity was observed at 10 uM. A typical feature
of photosensitizers is that the concentration required for its biological properties decreases upon
increase of time of exposure to the light. To see whether Pba behaves as other photosensitizers,
HCoV-229E was pre-incubated with Pba at various concentrations (0.02, 0.2 and 2 uM) and
exposed to the normal white light of the laminar flow cabinet for different durations (ranging
from 5 to 80 min). It is important to note that light alone was not responsible of the antiviral
activity because there was no antiviral effect after a long exposure time (80 min) with Pba at
inactive concentration (0.02 pM). As shown in Figure 5A, results clearly showed that with a
same concentration of Pba, increased inhibitory effect could be observed with longer light
exposure times. Similar results were observed with SARS-CoV-2 (Figure 5B). Together, these
data indicate that the anti-coronavirus properties of Pba depend on its dynamic photoactivation.
Photodynamic inactivation (PDI) of microorganisms typically results from the onset of reactive
oxygen species (ROS), including free radicals or singlet oxygen species (‘O,), generated when
the light-activated photosensitizer falls back to its ground state, thereby transferring its energy to
molecular oxygen (resulting in the onset of '0,) or initiating photochemical reactions with ROS
generation. Two mechanisms of activation have been described, either type I reactions in which

the photosensitizer activates a substrate that generates reactive oxygen species (ROS), or type II
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reactions in which the photosensitizer directly generates singlet oxygen (!0,). Subsequently,
these species can damage various micro-organism structures, such as nucleic acids, proteins or
lipids (24, 25). To determine if the antiviral activity of Pba also depends on ROS or 'O,
generation, infection was performed in the presence of quenchers that are able to trap these
generated oxygen species. Two 'O, quenchers were used, a water-soluble analogue of vitamin E,
Trolox, and NaNj (Figure 5C). HCoV-229E was mixed with the quenchers Trolox and NaN3 both
at 10 mM, and Pba was added at the inoculation step. Then the cells were rinsed and fresh culture
medium was added for 6 h. The results clearly showed that both Trolox and NaN; were able to
reduce the action of Pba (Figure 5C), indicating that the antiviral activity of Pba is mediated by
the generation of 'O, after photoactivation.

Vigant ef al. clearly demonstrated that the generation of 'O, by the lipophilic photosensitiser
LJ001 induces the phosphorylation of unsaturated phospholipid of viral membranes, and changes
the biophysical properties of viral membranes, thereby affecting membrane fluidity and/or
increasing rigidity (24). As a result, the change of fluidity and/or rigidity of the viral membrane
impairs its ability to undergo virus-cell fusion. We therefore wondered whether a similar action
of the photosensitizer on the lipids of the viral envelope might also explain our observation that
Pba is able to inhibit HCoV-229E fusion by targeting the viral particle. We hypothesized that the
Pba-induced membrane rigidity may render the virus less sensitive to a shrinkage effect induced
by an osmotic stress. Therefore, HCoV-229E was incubated with Pba either in the dark or under
light exposure for 30 min, and subjected to osmotic shock with 400 mM NaCl before fixation
with 4% PFA. Fixed viral particles were visualized by cryo-electron microscopy (CryoEM). As
shown in Figure 6, intact virions with their characteristic spikes at the surface can be observed in
untreated conditions (control). The addition of Pba either in the dark or under light condition did
not affect the overall morphology of virions in normal medium conditions. Interestingly, when

intact virions were subjected to an osmotic stress by increasing NaCl concentration from 100 mM
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to a final concentration of 400 mM, the virions shape was altered due to a shrinkage of the viral
membrane. When virions incubated with Pba in the dark were subjected to osmotic shock, similar
alteration of viral shape was observed. However, in the presence of Pba and under light
condition, no membrane deformation was observed suggesting that the virus was more resistant
to osmotic shock. These results clearly show that light-activated Pba modify the mechanical
properties of the viral envelope by increasing its stiffness. This Pba-induced increase in the
envelope rigidity likely prevents the membrane deformation needed to undergo virus-cell fusion.
Knowing that there might be an effect of the light, the spike-induced cell-cell fusion assay as
shown in Figure 4C was repeated with short light exposure of the spike-transfected cells every 2
h after addition of Pba. Even with regular exposure to the light, no effect of Pba was seen on the
spike-mediated cell-cell fusion (data not shown), further excluding that Pba additionally targets

the spike protein.

Pba is a broad-spectrum antiviral that targets viral membranes of several enveloped viruses
In contrast to viral proteins, viral membranes are derived from the host cell and hence are not
virus specific. This suggests that Pba might have broader antiviral activity against enveloped
viruses. Indeed, antiviral activities against other viruses have already been reported for Pba or
related molecules. These include HCV, HIV (Human immunodeficiency virus), and IAV
(Influenza A virus) (26-28). To confirm the broad-spectrum activity of Pba, its antiviral activity
was tested on pseudotyped viral particles with envelope proteins of VSV (vesicular stomatitis
virus), HCV, SARS-CoV-2, and MERS-CoV. Pseudoparticles were pre-treated with 0.5, 1 or 2
uM Pba and exposed or not to the light for 30 min prior to inoculation. The results clearly
showed that Pba inhibited pseudoparticle infection regardless of the nature of the viral envelope

protein, but only under light conditions (Figure 7A). Next, the antiviral activity of Pba was tested
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for coxsackievirus (CVB4, non-enveloped), Sindbis virus (SINV, enveloped), hepatitis C virus
(HCV, enveloped), and yellow fever virus (YFV, enveloped). Whereas Pba was not active on the
non-enveloped virus CVB4, it showed a clear antiviral effect against the 3 enveloped viruses
HCV, YFV and SINV (Figure 7B). Taken together, these results confirm the light-dependent
activity of Pba on enveloped viruses and suggest that the lipid membrane is the most likely target

of the compound.

Other chlorophyll-derived products and photosensitizers possess a light-dependent anti-
coronaviral activity

Pba is a break-down product of chlorophyll. Chlorophyll is metabolized into different compounds
including Pba, pyropheophorbide a (pyroPba), and chlorin e6. We wondered if these products
would also have antiviral activity. Furthermore, we selected nine porphyrins or
metalloporphyrins structurally related to Pba (N-methyl protoporphyrin IX, N-methyl
mesoporphyrin IX, Zn-protoporphyrin IX, tin-mesoporphyrin IX, temoporfin, phthalocyanine,
hemin chloride, HPPH, and 5,15-DPP), and one photosensitizer without related structure (Rose
Bengale) to determine if similar antiviral activity against coronaviruses could be identified. The
toxicity and antiviral activity of these compounds were investigated (Figure S4). Chlorophyll b,
phthalocyanine and 5,15-DPP were not active at the tested concentrations. Three molecules,
hemin chloride, temoporfin and Rose Bengale had a moderate antiviral activity. The antiviral
activity of the six most active compounds was tested both under normal white light conditions
and in the dark, clearly showing that, similar to Pba, the antiviral activity of most molecules
tested was also light-dependent (Figure S3). Interestingly, N-methyl protoporphyrin IX and N-
methyl mesoporphyrin IX showed an antiviral activity in dark conditions, but much lower than
under light exposure. PyroPba was toxic at tested concentrations, thus dose-response experiments

with lower concentrations were performed to determine precise CCso and ICso. This was also
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done for all the active compounds. The CCs and ICs, of the different compounds were compared
and only pyroPba was more active against HCoV-229E than Pba (Table 1) with an ICso of 0.35
uM. However, this compound is also more toxic with a CCso of 2.67 uM and a selective index of
7.6. Thus, our results show that porphyrin-related compounds have antiviral activity against

HCoV-229E but that Pba and pyroPba are the most active under normal white light exposure.

Table 1. Inhibitory and cytotoxic concentrations, and selective index of photosensitizers
against HCoV-229E

Molecules I1Cso (uM) CCso(uM)24h SI
Pba 0.54 6.08 11.2
PyroPba 0.35 2.67 7.6
Chlorin e6 0.72 214 29.7
HPPH 1.14 8.13 Tl
N-methyl protoporphyrin IX  1.21 ND >80 >66.1
N-methyl mesoporphyrin IX  1.25 ND >80 >64
Zn protoporphyrin IX 0.79 16.64 21.0
Rose Bengale 2.86 ND >80 27.9

Pba reduces SARS-CoV-2 and MERS-CoV replication in human primary airway epithelial
cells

As shown above, Pba is able to inhibit SARS-CoV-2 and MERS-CoV infection under white light
exposure in cell culture. To determine if Pba could be used in vivo, its antiviral activity was tested
in a preclinical model, the human primary airway epithelial cells. These cells, Mucilair™, are
primary bronchial epithelial cells reconstituted in a 3D structure to mimic bronchial epithelium
with an air-liquid interface. Mucilair™” cells were inoculated with SARS-CoV-2 or MERS-CoV
in the presence of Pba at 0.25 or 2.5 uM. Remdesivir at 5 tM was used as a positive control. At
72 h post-inoculation, viral titers were determined and viral RNA levels were quantified. Viral

RNA levels of SARS-CoV-2 and MERS-CoV were significantly decreased in cells in the
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presence of Pba at 0.25 and 2.5 uM, respectively (Figure 8A). Similarly, viral titers of both
viruses were decreased of more than 1xLogl0 in the presence of Pba at 2.5 uM (Figure 8B). In
parallel, the toxicity of Pba was measured in Mucilair™ by measuring lactate deshydrogenase
(LDH) secretion and trans-epithelial electrical resistance. Cells were incubated with the molecule
in the same condition as the infection assay. Cells treated with lysis buffer were used as a control.
No toxicity was observed up to 72h in the cells treated with Pba compared to the control (Figure
8C and 8D). In cells treated with lysis buffer, no LDH secretion was observed at 48h and 72h
because the cells were dead. Taken together, these results confirm the antiviral activity of Pba

against highly pathogenic human CoVs and its potential activity in vivo.

Discussion

By screening plant extracts for their antiviral activity against coronaviruses, the present study
identified Pba as the active antiviral compound i the crude methanol extract from
M. opositifolius after bioguided fractionation. It was demonstrated that Pba is active against
various human CoVs, including SARS-CoV-2, HCoV-229E and MERS-CoV, as well as other
enveloped viruses, including HCV, SINV and YFV, and various pseudotyped particles.
Furthermore, we characterized Pba as a broad-spectrum antiviral photosensitizer causing PDI of
all tested enveloped viruses by production of singlet oxygen species that most probably increase
the rigidity of the lipid bilayer of the viral envelope.

Pba is a product of chlorophyll breakdown which is abundantly present in various plants (such as
spinach) and marine algae. In general, the chlorophyll content in plants may vary and depends on
the season, the part of the plant, the maturity of the organs and many other factors (29, 30).
Chlorophyll is degraded into Pba by chlorophyllase and some plants with high chlorophyllase

content may contain more Pba (31, 32). Pba is well documented for its potential as anti-cancer
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agent in photodynamic therapy (PDT). It is known to have a low toxicity, to selectively
accumulate in tumours and to have a high adsorption at 665 nm (33, 34).

For many years, photosensitizers have mainly been used as antitumor therapy, for which many
photosensitizers have already been proven to be clinically safe and some are currently approved
for use in humans (35). Although reports on the PDI of viruses go back to 1960, where it was
shown that some photosensitive dyes, such as methylene blue, had an antiviral effect, it is only in
the last decades that photosensitizers have gained considerable interest as antimicrobial (bacteria,
fungi, and viruses) agents, due to their strong antimicrobial effects and low toxicity in normal
tissue (36, 37). A major advantage of those molecules is that, due to their direct damaging effect
on the micro-organism, they are insensitive to the onset of resistance of the microorganism
against the compound, the latter being a major problem in today’s research on antivirals and
antibiotics. With the present study, we add Pba to the list of photosensitizers with considerable
antiviral effects, at least against enveloped viruses. This antiviral effect is not new, since the
antiviral activity of Pba has already been demonstrated before against several enveloped viruses,
including HCV, Influenza A, herpes simplex-2 virus, and HIV-1 (26-28). Zhang et al (28) also
showed a direct action on the viral particle, which is in line with our results. In our study, we
show that the coronavirus’ envelope remains intact after treatment with Pba up to 10 uM for 30
min in the light, that Pba treatment does not affect attachment, but that the virus-cell fusion is
impaired probably due to the rigidification of the virus membrane upon light exposure. In
addition, there seemed to be a slight antiviral effect at high concentrations (more than 10 pM)
even in dark conditions. In contrast to our results, some papers show that Pba has a virucidal
activity by damaging the virus envelope, thereby inhibiting attachment (28). For HCV and HIV-
1, Pba and chlorophyll a derivates were applied after virus infection and were shown to act on
replication corresponding to a mode of action different than the one reported in our study.

Furthermore, none of those reports showed a mechanism of action dependent on light exposure,
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and hence did not show that the antiviral effect is mediated by PDI of the particle. It is important
to note that under usual experimental conditions, cell cultures were not protected from light, thus
is likely that the vast majority of the reports on antiviral activity of Pba were performed under
light exposure. Due to the lack of control conditions in the dark or information on the time of
(unnoticed) light exposure in the above mentioned reports on Pba, it is very hard to compare our
data with the literature at this moment. More in depth studies will be needed to understand and

compare the action of Pba on different viruses, in both light and dark conditions.

It is interesting to note that Pba (or highly related compounds such as pyroPba) has been isolated
from different plant species and different organisms including marine algae (38), rendering Pba a
very attractive antiviral due to its high availability. Moreover, it has been postulated that Pba can
transport a metal ion like zinc inside the cell and that zinc can inhibit viral replication (39) which
might be another advantage to use these molecules as antivirals. In our study, it was confirmed
that neither natural nor commercial Pba used in our experiments contained a metal ion, so future
studies should be performed with zinc Pba to demonstrate this hypothesis.

Here, we show that Pba inhibits virus-cell fusion, probably by targeting and photodynamically
damaging the viral membrane. With the help of cryo-EM, we demonstrated that the treatment of
virions with Pba and exposed to the light did not affect their shape despite an osmotic shock. This
is an indirect demonstration of an increased rigidity of the viral envelope upon Pba treatment.
This feature was already demonstrated using a biophysical approach with lipophilic
photosensitizers with antiviral activity (24, 40). It was postulated that the increased rigidity
impairs membrane bending required for viral fusion (41). Contrary to the cell membrane, the
viral envelope is not able to undergo regeneration, which renders the PDI virus specific and
insensitive to the onset of resistance. Very recently, Tummino et al. suggested that many

repurposed drugs targeted as SARS-CoV-2 antivirals are cationic amphiphilic drugs (CAD),
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which induce phospholipolysis (42). CAD are host target antivirals that have an action on cell
phospholipids, provoke phospholipidosis and disrupt double membrane vesicles necessary for
viral replication. The mechanism of action of the CAD is different from the one of Pba. Pba is a
virus target antiviral, and it was never reported to have a phospholipidosis activity. Pba most
probably induces an oxidation of the viral envelope phospholipids and, as it was shown by

cryoEM in our study, does not induce phospholipidosis.

In the present study, several other compounds structurally related to Pba and to other known
photosensitizers were also screened for their anti-coronavirus activity in order to find out whether
other compounds would have a more potent effect. Several of those compounds, including
pyroPba, chlorin e6, or HPPH, N-methyl protoporphyrin IX, N-methyl mesoporphyrin IX, and
Zn-protoporphyrin IX had a light-dependent antiviral effect, but only pyroPba turned out to be
more active than Pba. However, pyroPba was also more toxic, and hence the final selectivity
index was not higher than that of Pba. Several chlorophyll derivates like pyroPba and pheophytin
a have already been demonstrated to be active against IAV, herpes simplex-2 virus, HCV, RSV
(respiratory syncytial virus), and SARS-CoV-2 (26, 27, 43). The authors studied the mechanism
of action of pyroPba against IAV and showed that the molecule targets the membrane of the virus
and not the surface glycoproteins, a mechanism which is consistent with the one that we observed
for Pba in our study. A requirement for photo-activation of pyroPba was not investigated nor
mentioned by Chen er al. (43). Chlorophyllides, chlorophyll precursors, are another class of
chlorophyll derivates that have been shown to have antiviral activity against several viruses
including hepatitis B virus (44-46). Other porphyrins have already been described for their
antiviral activity (25, 47). Interestingly, three photosensitizers which have been shown to be
active against VSV, including N-methyl protoporphyrin IX, N-methyl mesoporphyrin IX, and

Zn-protoporphyrin IX, were also identified in our screen (48). The authors clearly demonstrated
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that these compounds inactivated VSV after photoactivation via singlet oxygen release. We did
not demonstrate the mechanism of action of these three molecules against HCoV-229E but we
also demonstrated that they are active after photoactivation. Very recently, protoporphyrin IX and
verteporfin were identified as inhibitors of SARS-CoV-2 (49, 50). Both studies showed that
protoporphyrin IX is active at an early step of infection, probably the entry step. Gu et al.
postulated that the interaction of the compounds with ACE2 might impair the interaction of the
virus with its receptor (49). Lu et al. showed that protoporphyrin IX is active against several
enveloped viruses but that the activity of protoporphyrin IX against IAV is not dependent on light
activation (50). Chlorin €6 is one of the most active compounds against HCoV-229E identified in
this study. The antiviral activity of chlorin e6 against enveloped viruses such as HBV (Hepatitis
B virus), HCV, HIV, DENV (dengue virus), MARV (Marburg virus), TCRV (tacaribe virus) and
JUNV (Junin virus) has been already demonstrated (46). Interestingly the authors also showed
that the molecule is inactive against non-enveloped viruses, suggesting that it targets the viral
envelope.

As mentioned above, many other photosensitizers have been studied for their antiviral activity
(25, 41), and for some of them, the PDI was clearly demonstrated as the mechanism of action (41,
51). In light of the current SARS-CoV-2 pandemic, photosensitizers have received renewed
attention as antiviral strategies to face this pandemic, and the use of those substances for the
treatment of COVID-19 or the inactivation of SARS-CoV-2 on surfaces or in water has been
postulated (52, 53). Pba might have some advantages above the already described
photosensitizers, as it is a highly available natural product and active under normal light
conditions. Importantly, it does not require a very specific wavelength-dependent illumination
treatment, at least not when applied on surfaces/mucosae exposed to the environmental light, with
an absorption at 667 nm. However, the light-dependency of such molecules might render their

application as therapeutic agents for internal organs (such as lungs for SARS-CoV-2) more
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challenging. Indeed, additional illumination will make its application as real therapy more
complex, though not impossible because PDT is already used for the treatment of lung cancer
(54). Efforts should be made for the development of specific device allowing PDT for COVID
patients. Nonetheless, we believe that broad-spectrum, low-toxic, non-resistance inducing
molecules such as Pba can certainly prove their value to reduce environment-to-person and
person-to-person transmission of microorganisms when applied as e.g a spray for
decontamination of surfaces or when formulated for topical application in nose and mouth. Very
recently, a study describing such topical application of synthetic SARS-CoV-2 fusion inhibitor
has demonstrated that the topical treatment of upper respiratory tract infections might prove its
value in reducing virus transmission, particularly in cases where many people gather (55). In
contrast to the SARS-CoV-2 fusion inhibitor described by de Vries er al. (55), Pba is a widely
commercially available natural molecule with broad-spectrum activity against many enveloped
viruses. Therefore, one should explore whether it can exert similar effects upon topical
administration to the nose or oral cavity. If so, Pba might help to make people less susceptible to
and/or less contagious upon upper respiratory infections with enveloped viruses, many of them
causing seasonal outbreaks of respiratory disease such as common colds and flu.

Given that 1) onset of resistance to this product is very unlikely, 2) the activity of the compound
is not dependent of envelope variants, 3) coronaviruses and other enveloped viruses can cause
major problems in animals and 4) there is a potential risk for virus transmission from those
animal to humans, the possibility to formulate Pba in such a way that also veterinary medicine
and facilities with large numbers of animals can benefit from the strong antiviral properties that
this molecule might have in the environment (decontamination of air, water and surfaces) should

additionally be explored.

Materials and Methods
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Chemicals

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Opti-MEM, phosphate buffered saline (PBS),
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), were purchased from Life Technologies. Goat and foetal
bovine sera (FBS) were obtained from Eurobio. Pheophorbide a (Pba) >90% pure, pyroPba,
chlorin e6, HPPH, N-methyl protoporphyrin IX, N-methyl mesoporphyrin IX, and Zn
protoporphyrin IX were from Cayman chemicals (Merck Chemicals, Darmstadt, Germany).
Remdesivir (GS-5734) was from Selleck Chemicals (Houston TX). Mowiol 4-88 was obtained
from Calbiochem. Rose Bengale, trolox and other chemicals were from Sigma (St. Louis, MO).
Stocks of compounds were resuspended in dimethylsulfoxide (DMSO) at 50 mM. Plant extracts

were resuspended in DMSO at 25 mg/mL.

Antibodies

Mouse anti-HCV E1 mAb A4 (56) and mouse anti-YFV E mAb 2D12 (anti-E, ATCC CRL-
1689) were produced in vitro by using a MiniPerm apparatus (Heraeus). Mouse anti-dSRNA mAb
(clone J2) was obtained from Scicons. Mouse anti-SARS-CoV-2 spike protein mAb were
obtained from GeneTex. Polyclonal rabbit anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid antibodies were from
Novus. Cyanine 3-conjugated goat anti-mouse IgG and HRP-labeled goat-anti rabbit IgG

antibodies were from Jackson Immunoresearch.

Cells and culture conditions

Huh-7, Vero-81 (ATCC number CCL-81) and Vero-E6 were grown in DMEM with glutaMAX-I
and 10% FBS in an incubator at 37°C with 5% CO,. Vero-81 cells were subcloned to obtam a
better overall infection rate. The primary human bronchial epithelial cells Mucilair™ were from
Epithelix (Geneva, Switzerland) and maintained in Mucilair™ culture medium (Epithelix) as

recommended by the manufacturer.
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Plant collection and extraction

The fifteen plants were collected in the Bafing region (North-West Cote d’Ivoire, Touba
department). They were authenticated at the Centre National de Floristique (CNF), University of
Félix Houphouét Boigny de Cocody (Abidjan), where voucher specimens were deposited in an
Herbarium. M. oppositifolius voucher number is UCJ006172. Plants were cleaned and air-dried at
constant temperature (26°C) for 1 to 2 weeks at the Nangui Abrogoua University (Abidjan). They
were then powdered and stored in the dark until extractions. For each plant, 20 g of dried powder
were mixed with 100 mL methanol for 24 h. After filtration, the grounds were extracted again
twice in the same way. The 3 resulting filtrates were combined and dried under vacuum at 40°C.

These extracts were then dissolved in DMSO for antiviral assays.

Bioguided fractionation of Mo extract and Pba identification

For Mallotus oppositifolius, three other solvents were used to extract more compounds from these
plant leave: methylene chloride (MC) for the first extraction of the dried leaves, then methanol to
extract the first ground, and ethanol/water (50:50) to extract the second ground. The
corresponding extracts were tested against HCoV-229E-Luc. Since the MC extract was the most
active, it was fractionated by chromatography (CPC), leading to 10 fractions (F1-10) that were
tested again. F7 was selected for further fractionation by another chromatography (HPLC) and
led to 9 partitions (7.1-7.9). Partition 7.7 (the most active against HCoV-229E) purity and

identity was determined by UPLC-MS and NMR (more details in supplementary materials).

Viruses

The following viral strains were used: HCoV-229E strain VR-740 (ATCC), and a recombinant

HCoV-229E-Luc (kind gift of Pr. V. Thiel) (57); SARS-CoV-2 (isolate SARS-CoV-
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2/human/FRA/Lille Vero-81-TMPRSS2/2020, NCBI MW575140) was propagated on Vero-81-
TMPRSS?2 cells. MERS-CoV was recovered by transfecting the infectious clone of MERS-CoV-
EMCI12 (kindly provided by Dr Luis Enjuanes) in Huh-7 cells. A cell culture-adapted strain
(JFH1-CSN6A4) of HCV was produced as previously described (58). A recombinant Sindbis
virus (SINV) expressing HCV El glycoprotein was employed as previously described (59).
Yellow fever virus strain 17D (YFV) was obtained from Dr Philippe Desprées (Institut Pasteur de
Paris, France). Coxsackievirus B4 strain E2 (CVB4) was provided by Dr Didier Hober

(Université de Lille, France).

Cell toxicity assay

6x10* Huh-7, Vero-E6 and Vero-81 cells were seeded in 96-well plates and incubated for 16 h at
37°C 5% CO, incubator. The cells were then treated with increasing concentrations of the
compound of interest. One hour after inoculation, cells were taken out of the incubator to be
exposed to the white light of the biosafety cabinet (BSC) for 10 min, after which cells were
further incubated in the dark at 37°C 5% CO, for 23 h. The BSC’s light source lamp consists of
one fluorescent tube of 36W, 3350 lumen white light. An MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium]-based viability assay (Cell Titer
96 Aqueous non-radioactive cell proliferation assay, Promega) was performed as recommended
by the manufacturer. The absorbance of formazan at 490 nm was detected using a plate reader
(ELX 808 Bio-Tek Instruments Inc). Each measure was performed in triplicate and each

experiment was repeated at least 3 times.

Micilair™ toxicity assays

LDH secretion assay
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Mucilair™, three wells per condition, were incubated with Pba in 100 pl Mucilair™ culture
medium, or 50 pl of lysis solution (Cytotoxicity LDH assay kit-WST, Dojindo) at the apical
surface for 1 h. Pba or lysis solution was removed and the cells were placed in the incubator for
72 h. At 24 h, 48 h and 72 h. LDH secretion was measured in the basolateral medium according
to the manufacturer’s instructions, by recording the absorbance of WST-formazan at 490 nm as
described. The results are expressed relative to the LDH secretion values obtained in the lysed

wells, for which a value of 100% toxicity was attributed.

Trans-epithelial electrical resistance

Mucilair™ were incubated with Pba and lysis solution as described above. Trans-epithelial
electrical resistance was measured using a volt/ohm meter and electrode (Millicell ERS2,
Millipore) at 24 h, 48 h and 72 h. 200 pl of prewarmed Mucilair™ culture medium was added at
the apical surface prior resistance measurement. Data are expressed relative to control untreated

cells.

HCoV-229E infection inhibition assays

Luciferase assay

HCoV-229E-Luc was first mixed with the crude extracts or the compounds at the appropriate
concentrations for 10 minutes. Huh-7 cells and Huh-7-TMPRSS2 cells were inoculated with
HCoV-229E-Luc at a MOI of 0.5 in a final volume of 50 puL for 1 h at 37°C in the presence of
the plant crude extracts or the different compounds. The virus was removed and replaced with
culture medium containing the extracts or the different compounds for 6 h at 37°C. Cells were
lysed in 20 pL of Renilla Lysis Buffer (Promega, Madison, USA) and luciferase activity was
quantified in a Tristar LB 941 luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany)

using Renilla Luciferase Assay System (Promega) as recommended by the manufacturer.
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This experiment was either performed under white light exposure, in which the virus and the
compounds were exposed to the light of the BSC lamp. To maximize light exposure, the tubes
were laid flat on the bench of the BSC. For dark condition, the light of the BSC and the room was
shut down and all the tubes and plates were covered with foil paper.

HCoV-229E titers

Huh-7 and Huh-7-TMPRSS2 cells seeded in 24-well plates were inoculated with HCoV-229E at
a MOI of 0.5 in the presence of Pba at different concentrations for 1 h at 37°C. The inoculum was
removed and replaced with culture medium containing Pba and the cells were incubated at 37°C
for 8 h (for TMPRSS2 condition) or 10 h (without TMPRSS?2). Superatants were collected and
serial dilutions were performed and used to infect naive Huh-7 cells in 96-well plates. Six days
after infection, cytopathic effect was determined in each well to calculate TCIDs, titers by using

the Reed and Muench method.

SARS-CoV-2 and MERS-CoV infection inhibition assays

Vero-E6 and Huh-7 cells seeded in 24-well plates 24 h before inoculation were inoculated with
SARS-CoV-2 and MERS-CoV, respectively, at a MOI of 0.3 in the presence of Pba at different
concentrations for 1 h at 37°C. Then, the inoculum was removed by 3 washings with DMEM and
fresh medium containing different Pba concentrations was added for 16 h at 37°C. Cell
supernatants were collected and the amount of infectious virus was determined by infectivity
titration. Therefore, Vero-E6 (SARS-CoV-2) and Huh-7 (MERS-CoV), seeded in 96-well plates,
were inoculated with 100 pL of 1/10 serially diluted supernatants (ranging from 10 to 10°%).
Cells were incubated with the virus dilutions for 5 days at 37°C and 5% CO,. Then, the 50%
tissue culture infectious dose (TCIDso) was determined by assessing the CPE in each well by
light microscopy and the 50% end point was calculated according to the method of Reed and

Muench.
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Time-of-addition assay

To determine at which stage of the replication cycle Pba executed its effect, a time-of-addition
assay was performed for which 1uM Pba (and 10 pM chloroquine as a control for SARS-CoV-2)
was added at different time points before (referred to as the condition ‘pre-treatment cells’),
during (referred to as the condition ‘inoculation’), or after inoculation. For the latter condition,
Pba and chloroquine were not added before and during inoculation, but only directly after
removal of the inoculum (referred to as the condition ‘p.i. - end’), or from 1h or 2 h after
removal of the inoculum onwards (referred to as the condition ‘1 h p.i.-end’ and ‘2 h p.i.-end,
respectively) and were left in the medium for the rest of the incubation time (i.e until 6 h p.i. for
HCoV-229E and 16 h p.i. for SARS-CoV-2). For this experiment, Huh-7-TMPRSS2 or Vero-81
cells were moculated with HCoV-229E-Luc or SARS-CoV-2 at a MOI of 0.5 and 0.05,
respectively. One hour after inoculation, cells for all conditions were washed 3 times to remove
the unbound particles. HCoV-229E-luc, luciferase activity was quantified as described ahead. For
SARS-CoV-2, cells were washed once with PBS and lysed in 200 pL of non-reducing 2x
Laemmli loading buffer. Lysates were incubated at 95°C for 30 min to inactivate the virus and
lysates were kept at -20°C until western blot analysis (see below). For each time point, DMSO

was taken as a control, and all experiments were repeated 3 times.

‘Western blot detection of the SARS-CoV-2 nucleocapsid expression

Sixteen hours after inoculation, cells were washed once with PBS and lysed in 200 puL of non-
reducing 2x Laemmli loading buffer. Lysates were incubated at 95°C for 30 min to inactivate the
virus and the proteins were subsequently separated on a 12% polyacrylamide gel by SDS-PAGE.
Next, proteins were transferred to a nitrocellulose membrane (Amersham), and the membranes

were subsequently blocked for 1 h at RT in 5% (w/v) non-fat dry milk in PBS with 0.1% (v/v)
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Tween-20. Membranes were incubated overnight at 4°C with polyclonal rabbit anti-SARS-CoV-
2 nucleocapsid antibodies in 5% (w/v) non-fat dry milk in PBS with 0.1% (v/v) Tween-20. After
being washed 3 times with PBS with 0.1% (v/v) Tween-20, membranes were incubated for 1 h at
RT with HRP-labeled goat-anti rabbit IgG antibodies, after which membranes were washed 3
times. N proteins were visualized by enhanced chemiluminescence (Pierce™ ECL, ThermoFisher

Scientific). Quantification was performed by using Image J and its gel quantification function.

Infection assay with other viruses

Vero (YFV, SINV, CBV4) or Huh-7 (HCV) cells grown on glass coverslips were infected with
viral stocks diluted so as to obtain 20-40% infected cells in control conditions. The cells were
fixed at a time that allowed for a clear detection of infected cells vs non-infected cells, and
avoided the detection of reinfection events, thus limiting the analysis to a single round of
infection (30 h p.i. for HCV, 20 h p.i. for YFV, 6 h p.i. for SINV, 4 h p.i. for CVB4). The cells
were fixed for 20 min with 3% PFA. They were then rinsed with PBS and processed for
immunofluorescence as previously described (60) using primary mouse antibodies specific to
HCV E1 (for both HCV and SINV), YFV E, or dsRNA (for CVB4), followed by a cyanine-3-
conjugated goat anti-mouse IgG secondary antibody for the detection of infected cells. Nuclei
were stained with DAPL Coverslips were mounted on microscope slides in Mowiol 4-88-
containing medium. Images were acquired on an Evos M5000 imaging system (Thermo Fisher
Scientic) equipped with light cubes for DAPI, and RFP, and a 10x objective. For each coverslip,
a series of six 8-bit images of randomly picked areas were recorded. Cells labelled with anti-virus
mAbs were counted as infected cells. The total number of cells was obtained from DAPI-labelled
nuclei. Infected cells and nuclei were automatically counted using macros written in ImageJ.
Infections were scored as the ratio of infected over total cells. The data are presented as the

percentage of infection relative to the control condition.
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Effect of Pba on pseudotyped virion entry

Particles pseudotyped with either SARS-CoV-2 S (SARS-2pp), MERS-CoV S proteins
(MERSpp), HCoV-229E-S (HCoV-229Epp), genotype 2a HCV envelope proteins (HCVpp), or
the G envelope glycoprotein of vesicular stomatitis virus (VSV-Gpp) were produced as
previously described (22, 61). Pseudotyped virions were pre-treated with Pba for 30 min at room
temperature under the BSC’s light or covered in foil and then used to inoculate Huh-7 cells in 96-
well plates for 3 h. The inoculum was removed and cells were further incubated with culture
medium for 45 h. Cells were lysed and luciferase activity was detected by using a Luciferase
Assay kit (Promega) and light emission measured by using a Tristar LB 941 luminometer

(Berthold Technologies).

White light exposure kinetics

HCoV-229E-Luc or SARS-CoV-2 were pre-treated with Pba at room temperature and exposed to
BSC’s white fluorescent light during different period of time. To maximize light exposure, tubes
were laid flat under the BSC’s light. Next, infection was quantified for each virus as described

previously.

Fusion assay

Cells were preincubated for 30 min in the presence of 25 mM NH4Cl at 37°C to inhibit virus
entry through the endosomal route, and then were transferred to ice. In the meantime, the virus
was preincubated under light with Pba and 25 mM NH,4C]1 for 10 min and then allowed to bind to
the cells at 4°C for 1 h in DMEM containing 0.2% BSA, 20 mM Hepes, and 25 mM NH4ClL
Cells were then warmed by addition of DMEM containing 3 pg/mL trypsin, 0.2% BSA, 20 mM

Hepes, and 25 mM NH4C1 and were incubated for 5 min in a water bath at 37°C. The cells were
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rinsed and further incubated for 30 min in culture medium containing 25 mM NH,CI, and then
the medium was replaced by normal culture medium. Seven hours after inoculation, luciferase

activity was detected by using a Renilla Luciferase Assay Kit (Promega).

Cell-cell fusion assay by transient expression of the SARS-CoV-2 spike protein

Vero-81 cells were seeded on coverslips in 24-wells 16 h before transfection. Cells were
transfected with 250 ng of a pPCDNA3.1(+) vector encoding for the SARS-CoV-2 spike protein
using the TransIT®-LT1 Transfection Reagent (Mirus Bio). Six hours post transfection (p.t.),
transfection medium was replaced by normal medium containing 1 tM Pba or DMSO. Twenty-
four hours p.t., cells were fixed with 3% paraformaldehyde in PBS for 20 min at RT and syncytia
were visualized by immunofluorescence, by incubating the cells with a monoclonal anti-SARS-
CoV-2-spike antibody in 10% normal goat serum, followed by incubation with Cyanine-3-
conjugated goat anti-mouse IgG antibodies. Nuclei were visualized with 1 pg/ml of 4°,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI), and coverslips were mounted in Mowiol® mounting medium.

Pictures were obtained with an Evos M5000 imaging system (Thermo Fisher Scientific).

Attachment assay

Huh-7-TMPRSS?2 cells seeded in 24-well plates were inoculated with HCoV-229E at a MOI of 4
on ice in the presence of 4.1 or 8.2 uM Pba under the light of the BSC. 1 h after inoculation, cells
were washed 3 times with cold PBS, and lysed using LBP lysis buffer for RNA extraction
following manufacturer’s instructions (NucleoSpin® RNA plus extraction kit, Macherey-Nagel).
Reverse transcription was then performed on 10 puL of RNA using High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems). 3 pL of ¢cDNA were used for real-time reverse-

transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) assay using specific primers and probe
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targeting the N gene (forward primer 5'-TTCCGACGTGCTCGAACTTT-3', reverse primer 5'-
CCAACACGGTTGTGACAGTGA-3' and probe 5'-6FAM-TCCTGAGGTCAATGCA-3’) and

subjected to qPCR amplification with Tagman Master mix.

Quencher Assay

HCoV-229E-Luc was mixed with 10 mM Trolox or NaNj after which 0.5 or 1 uM Pba was
added and the mixture was exposed to light for 10 min. The mixture was used to inoculate Huh-
7-TMPRSS?2 cells for 1h. Inoculum was replaced with DMEM and cells were kept in the dark at

37°C 5% CO, for 7 h and then lysed to quantify luciferase activity as described above.

CryoEM

HCoV-229E was produced by inoculating a confluent Huh-7 T75 Flask at MOI of 0.008 in
DMEM supplemented with 5% FBS and put at 33°C 5% CO, for 5 days. Supernatant was
harvested and treated with DMSO or 10 uM Pba, and further kept in the dark or exposed to light
for 30 min. Then NaCl was added to a final concentration of 400 mM final to induce an osmotic
shock. Viruses were fixed in 4% PFA. For cryo-EM experiments of the particles, lacey carbon
formvar 300 mesh copper grids were used after a standard glow discharged procedure. Plunge
freezing was realized using the EM-GP apparatus (Leica). Specimens were observed at —175 °C
using a cryo holder (626, Gatan), with a ThermoFisher FEI Tecnai F20 electron microscope
operating at 200 kV under low-dose conditions. Images were acquired with an Eagle 4k x 4k

camera (ThermoFisher FEI).

Primary airway cell infection quantification

The air interface of Mucilair™ (Epithelix) was rinsed with 100 uL of Mucilair™ culture medium

for 10 min 3 times to remove mucosal secretion. The cells were then inoculated at the apical
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membrane with SARS-CoV-2 or MERS-CoV at a MOI of 0.2 in the presence of compounds for
1 h at 37°C. Inoculum was removed and the cells were rinsed with PBS. In parallel, compounds
were added in the basolateral medium. 72 h post-infection, viruses secreted at the apical
membrane were collected by adding 200 puL of medium in the apical chamber. Viral titers were
determined as described above. In parallel, cells were lysed with lysis buffer from the kit
NucleoSpin® RNA Plus (Macherey Nagel), and total RNA extracted following manufacturer’s
instructions, eluted in a final volume of 60 uL of H,O, and quantified.

For SARS-CoV-2, one-step qPCR assay was performed using 5 uL of RNA and Takyon Low rox
one-step RT probe Mastermix (Eurogentec) and specific primers and probe targeting E gene,
forward primer 5-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3", reverse primer 5’-
ATATTGCAGCAGTACGCACACA-3’ and probe FAM-ACACTAGCCATC-
CTTACTGCGCTTCG-MGB.

For MERS-CoV and RPLPO reference gene, 10 uM of RNA were used for cDNA synthesis using
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). 3 L of cDNA were used
for real-time reverse-transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) assay using specific
probes. For MERS-CoV, the following primers and probe targeting N gene were used, forward
primer 5'-GGGTGTACCTCTTAATGCCAATTC-3', reverse primer 5'-
TCTGTCCTGTCTCCGCCAAT-3' and probe S5-FAM-ACCCCTGCGCAAAATGCTGGG-
MGBNFQ-3' and subjected to qPCR amplification with Taqgman Master mix. For RPLPO,
Tagqman gene expression assay (Life Technologies) was used according to the manufacturer
instruction. SARS-CoV-2 E and MERS-CoV N gene expression were quantified relative to
RPLPO using AACt method. A value of 1 was arbitrary assigned to infected cells without

compound.

Statistical analysis and ICso and CCs calculation
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Values were graphed and ICs, calculated by non-linear regression curve fitting with variable
slopes constraining the top to 100% and the bottom to 0%, using GraphPad PRISM software.
Kruskal Wallis nonparametric test followed by a Dunn’s multicomparison post hoc test with a
confidence interval of 95% was used to identify individual difference between treatments. P

values < 0.05 were considered as significantly different from the control.
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969

970  Figure 1. Identification of Pba as active compound in Mallotus oppositifolius using bioguided
971  fractionation of plant extracts. (A) Huh-7 cells were inoculated with HCoV-229E in the presence of
972  various plant extracts at 25 pg/mL. Cells were lysed 7 h post-inoculation and luciferase activity
973  quantified. (B) Huh-7 cells were inoculated with HCoV-229E in the presence of sub-extracts of Mo
974  (methylene chloride, MC; ethanol/water (50:50), EtOH/w; water, H,0; left), fractions of Mo MC sub-
975  extract (middle), or sub-fractions of F7 fraction (right panel) at 25 pg/mL. Cells were lysed 7 h post-
976  inoculation and luciferase activity quantified. (C) Huh-7 cells were inoculated with HCoV-229E-Luc in
977  the presence of Pba extracted from Mo (Pba F7.7) or commercial Pba (Pba com) at different
978  concentrations. At 1 h p.i., cells were washed and fresh compounds were added to the cells for 6 h after
979  which cells were lysed to quantify luciferase activity. Data are expressed relative to the control DMSO.
980  Results are expressed as mean + SEM of 3 experiments.
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Figure 2. Pba inhibits various HCoVs. For infection assays, cells were inoculated with HCoV-229E
(Huh-7 cells), SARS-CoV-2 (Vero-E6 cells) and MERS-CoV (Huh-7 cells) in presence of various
concentrations of Pba. At 1 h p.i, cells were washed and fresh compounds were added to the cells for 9 h
(HCoV-229E) or 16 h (SARS-CoV-2 and MERS-CoV) and the supernatants were collected for infectivity
titration. For toxicity assays, cells were incubated with Pba at different concentrations for 24 h. MTS assay
was performed to monitor cell viability. For both infection and toxicity tests, cells were exposed to the
light of the cabinet for 10 min, once upon inoculation, once after a 1 h incubation. Results are expressed as
mean + SEM of 3 experiments.
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Figure 3. Pba inhibits viral entry by a direct action on the viral particle. (A) Huh-7 and Huh-7-
TMPRSS2 cells were inoculated with HCoV-229E-Luc in the presence of various concentrations Pba. At
1 h p.i, cells were washed and fresh compounds were added to the cells for 6 h after which the cells were
lysed to quantify luciferase activity. Data are expressed relative to the control DMSO. (B) Pba at 2 uM
was added at different time points during infection of Huh-7-TMPRSS2 cells by HCoV-229E-Luc, either
1 h before inoculation (pre-treatment), or 1 h during inoculation (Inoculation), or for 6 h post-inoculation
(p-.i.-end), after 1 h post-inoculation till the end (1 h p.i.-end), or 2 h post-inoculation till the end (2 h p.i.-
end). Cells were lysed 7 h after the inoculation and luciferase activity quantified. (C) A similar experiment
was performed in Vero-81 cells inoculated with SARS-CoV-2 in the presence of Pba at 1 uM or
chloroquine at 10 uM at different time points. Cells were lysed 16 h post-inoculation and the viral
nucleocapsid protein was detected by Western blot. The graph represents the quantification of the band
intensity corresponding to the N protein, relative to the DMSO control for each time point. (D) Huh-7
cells were inoculated with HCoV-229E-Luc in the presence of 0.2 or 2 uM Pba, or with HCoV-229E-Luc
previously treated with 2 uM Pba and then diluted 10 times, leading to a concentration of 0.2 uM Pba for
the inoculation period (2 pM > 0.2 pM). The amount of virus used for inoculation was kept constant in the
different conditions and all the samples were exposed to the light for 10 min. At 7 h post-inoculation, cells
were lysed and luciferase activity was quantified. *, P<0.05; ***, P<0.005.

216



1011

1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026

>
W

10003 1004 .
§ > I control
o e = )
%)J !—‘ns § 104 + trypsin
& 1004 o
3
o 2 14
= S
2 104 »
-]
3 £ o1
. Q
o
2 o

1- 0.01- -
0 41 82 0 0.5 1
Pba (uM) Pba (uM)
C .
+ Spike
Non transfected - Pba + Pba

Figure 4. Pba inhibits viral entry at the fusion step. (A) Huh-7-TMPRSS2 cells were inoculated with
HCoV-229E for 1 h at 4°C in the presence of DMSO, or 4.1 and 8.2 uM Pba. Cells were washed thrice
with ice-cold PBS, and total RNA was extracted. Bound HCoV-229E virions were detected by
quantification of HCoV-229E gRNA by qRT-PCR. Relative binding is expressed as the percentage of the
control (DMSO) for which the 100% value was arbitrarily attributed. Mean values + SEM (error bars) of
three independent experiments are presented. n.s., not significant. (B) HCoV-229E was incubated with
Pba at different concentration and was bound to Huh-7 cells for 1 h in the absence (control) or presence
(trypsin) of NH4Cl1 at 4°C. In the later condition, fusion was induced by 3 pg/mL trypsin for 5 min at 37
°C in the presence of NH4Cl. Cells were lysed 7 h post-infection and luciferase activity quantified.
Infectivity is expressed as the percentage of the control (DMSO) for which the 100% value was arbitrarily
attributed. Mean values + SEM (error bars) of three independent experiments are presented. (C) Vero-81
cells transiently expressing SARS-CoV-2 spike protein were incubated with or without Pba at 1 uM from
6 to 24 h p.i., after which syncytia were visualized by immunofluorescence. Images were acquired on an
Evos M5000 imaging system (Thermo Fisher Scientific).
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Figure 5. The antiviral activity of Pba depends on light exposure and its ability to generate singlet
oxygen species. HCoV-229E-Luc (A) and SARS-CoV-2 (B) were incubated with Pba at given
concentration under the light of the laminar flow cabinet. At different time points of light exposure, the
mixture was used to inoculate Huh-7 cells or Vero-81 cells, respectively. At 7h (HCoV-229E-Luc) or 16
h (SARS-CoV-2) post-inoculation, cells were lysed and infection quantified as described previously. (C)
Pba at 0.5 or 1 uM was mixed with 10 mM Trolox or 10 mM NaNj; in DMEM and HCoV-229E-Luc was
added to the mixture prior to inoculation of Huh-7 cells for 1 h at 37°C. Inoculum and compounds were
removed and replaced with culture medium for 6 h. Cells were lysed and luciferase activity quantified.
Infectivity is expressed as the percentage of infection relative to the control (DMSO) to which the 100%
value was arbitrarily attributed. Mean values + SEM (error bars) of three independent experiments are
presented.
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Figure 6. Pba renders virions resistant to osmotic shock. HCoV-229E were incubated in the presence
or absence of Pba at 10 uM with or without 30 min light exposure, after which the particles were
subjected to normal medium conditions (100 mM NaCl) or to an osmotic shock of 400 mM NacCl for 30
sec. Virions were fixed with PFA and samples were treated for CryoEM observation. Images are
representative of 30 independent images of 2 independent experiments. Scale bar: 50 nm.
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Figure 7. Pba is a broad-spectrum antiviral agent against enveloped viruses. (A) MERSpp, HCoV-
229Epp, VSVpp, and SARS-2pp were preincubated with Pba at the indicated concentration either under
light for 30 min (Light) or without light (Dark) prior to inoculation of Huh-7 cells expressing ACE2 and
TMPRSS2 for 2h. At 46 h post-inoculation, cells were lysed and luciferase activity was quantified.
Infectivity is expressed as the percentage relative to the control (DMSO) to which the 100% value was
arbitrarily attributed. Mean values + SEM (error bars) of three different experiments are presented. (B).
Different viruses were incubated with Pba at 1 and 2.5 uM under light condition for 30 min prior to
inoculation. Cells were fixed at different time points depending on the virus (see Materials and Methods
section for details) and subjected to immunofluorescence labelling. Infectivity is expressed as the
percentage relative to the control (DMSO). Mean values + SEM (error bars) of three different experiments
are presented.
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SUPPLEMENTARY DATAS

Materials and methods

Bioguided fractionation of Mo extract

Mallotus oppositifolius was extracted with three solvents of increasing polarity. For each
solvent, 5 mL/g of dried powder was used for 24h. Each extraction was repeated 3 times and
the resulting extracts were combined and vacuum dried. First, the three dried leave was
macerated in methylene chloride (MC), then the first ground was macerated in methanol, and
finally ethanol/water (50:50) was used to extract the second ground. These 3 dried extracts
were dissolved in DMSO and tested against HCoV-229E-Luc. The MC partition (most active)
was fractionated by Centrifugal Partition Chromatography (CPC, Armen instruments®). CPC
is a liquid/liquid chromatography based on the partition of a sample in a biphasic immiscible
liquid system. The system consists of a rotor connected to two Shimadzu®-LC-20AP pumps, a
CBM-20A controller, and a SPD-M20A diode airay detector. The Arizona S system
(heptane/ethyl acetate/methanol/water, 5:2:5:2) composed the mobile and stationary phases.
Injections were carried out with 3 g of the MC extract solubilized in 50 mL of a mixture of
mobile and stationary phases (5:5). The analysis took 60 min at 30 mL/min and 1200 rpm.
The extrusion took 35 min at 50 mL/min with the same rotor speed. This method allowed to
obtain 10 different fractions (F1-10) that were vacuum dried, dissolved in DMSO and then
tested again on HCoV-229E-Luc.

Fraction F7 was the most active and selected for further fractionation by another
chromatography. We used a preparative HPLC system composed of the same pumps,
controller and detector as our CPC system. The stationary phase was a Vision HT HL C18

(S5pum, 250x10 mm) column (Grace). The mobile phase was a mixture of methanol and water
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with the following gradient: 50-100% (0-15 min), and 100% methanol (15-30 min). F7 was
dissolved in methanol and injected repeatedly (500 pL at 20 mg/mL). The flow rate was set at

3 mL/min. This process led to 9 partitions (7.1-7.9).

Structural elucidation of compound in F7.7

Partition 7.7 was the most active against HCoV-229E and further analysed by Ultra-High
Performance Liquid Chromatography (UPLC-UV-MS) and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR). UPLC-UV-MS analysis were performed on an Acquity UPLC®H-Class system
(Waters, Guyancourt, France) coupled with a Diode Array Detector (DAD) and a QDa ESI-
Quadrupole Mass Separation, using an ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7um (2.1x100mm)
column (Waters, Milford MA). Gradient elution was performed with (A) 0.1% formic acid in
water and (B) 0.1% formic acid in acetonitrile at a flowrate of 0.3 mL/min, as following: 30-
90% (0-3 min), 90-100% (3-7 min) before returning to the initial conditions (30% B).
Analytes were monitored using UV detection (190 to 790 nm) and MS-Scan from 100 to 1000
Da (both in positive and negative mode). All data were acquired and processed using
Empower 3 software.

The structural elucidation of F7.7 was conducted with NMR. Monodimensional spectra (1H
and 13C) were recorded on a Bruker DPX-500 spectrometer. The chemical structure was

established by comparison with literature data (1).

Cell toxicity assay

6x10* Huh-7, Vero-E6 and Vero-81 cells were seeded in 96-well plates and incubated for 16
hat 37°C 5% CO, incubator. The cells were then treated with increasing concentrations of the
compound of interest. One hour after inoculation, cells were either left in the incubator (dark

condition) or taken out to be exposed to the white light of the biosafety cabinet (BSC) for
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10 min (light condition), after which cells were further incubated in the dark at 37°C 5% CO,
for 23 h. BSC’s light source lamp consists of one fluorescent tube of 36W, 3350 lumen white
light. An MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium]-based viability assay (Cell Titer 96 Aqueous non-radioactive cell
proliferation assay, Promega) was performed as recommended by the manufacturer. The
absorbance of formazan at 490 nm was detected using a plate reader (ELX 808 Bio-Tek
Instruments Inc). Each measure was performed in triplicate and each experiment was repeated

at least 3 times.

Reference
1. Cheng HH, Wang HK, Ito J, Bastow KF, Tachibana Y, Nakanishi Y, Xu Z, Luo TY, Lee
KH. 2001. Cytotoxic pheophorbide-related compounds from Clerodendrum calamitosum

and C. cyrtophyllum. J Nat Prod 64:915-919.
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Figure S1
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Figure S1. Toxicity of Pba depends on light exposure. Cells were incubated with Pba at
different concentrations and either kept in the incubator for 24 h (Dark), or were taken out of
the incubator after 1 h of incubation with Pba, and left for 10 min under light exposure, after
which the cells were replaced in the incubator for 23 h (Light). Data are expressed relative to
the control DMSO. Results are expressed as mean + SEM of 3 experiments.
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Figure S3
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Figure S3. The antiviral activity of Pba is light-dependent. Huh-7 cells were inoculated
with HCoV-229E-Luc in the presence of various concentrations of Pba either with the light of
the laminar flow cabinet turned on (Light inoc) or off (Dark). One hour after inoculation, the
inoculum was removed, either in light (Light inoc + p.1.) or dark conditions (Light inoc), and
cells were further incubated with Pba for 6 h, after which luciferase activity was measured.
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Figure S4
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Figure S4. Activity of structurally-related Pba compounds and other photosensitizers on
HCoV-229E infection. A. The toxicity on Huh-7 cells of the different compounds was
determined by MTS assay. Huh-7 cells were incubated with the molecules at 5, 10, and 25
UM under the light of the cabinet. The medium was removed after 1 h and exposed for 10 min
to the light of the cabinet to mimic infection assay, then placed in the dark for 23 h and MTS
assay was performed. B and C. Huh-7 cells were inoculated with HCoV-229E-Luc in the
presence of indicated compounds at different concentrations either under light exposure (B) or
in the dark (C). 1 h post inoculation, the inoculum was removed and replace with fresh
medium containing the compounds and exposed or not for 10 min to the light of the cabinet.
Cells were lysed 7 h p.i. to quantify luciferase. Data are expressed relative to the control
DMSO. Results are expressed as mean + SEM of 3 experiments.

226



