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Résumeé

Les alphavirus arthritogéniques, comme le virus du Chikungunya, sont des agents pathogénes
(ré)émergents, et s’inscrivent dans une préoccupation majeure de santé publique. La
physiopathologie de I’infection peut entrainer une inflammation chronique par un déréglement

du systéme immunitaire dirigé vers le systeme musculo-squelettique.

En ’absence de traitement spécifique, la recherche de molécules efficaces demeure un enjeu
important. Ces travaux visaient a caractériser le potentiel anti-alphaviral d’alcaloides dont
I’intérét a été préalablement établi a partir des données expérimentales de la littérature sur les
isoquinoléines, quinolizidines et indoles. L’évaluation biologique de structures représentatives
(berbérine, matrine, tabersonine) a été conduite par le développement d’un modele in vitro a
partir d’une lignée de fibroblastes (HS633T) et de 1’alphavirus O’nyong-nyong (ONNV). Ce
modele biologique a permis d’établir un profil antiviral et immunomodulateur des alcaloides
étudiés au regard de leur activité antivirale directe, mais aussi des réponses immunitaires liées
a la voie essentielle des interférons de type 1 et aux voies canoniques et médiateurs-clés de
I’inflammation. De la méme fagon, il a été établi le profil d’extraits végétaux obtenus de trois
especes de plantes de La Réunion susceptibles de contenir ces alcaloides : Argemone mexicana,

Sophora denudata et Tabernaemontana mauritiana.

Ces travaux sur la recherche d’alcaloides anti-alphavirales ont été développés a partir d’une
¢valuation biologique approfondie permettant d’établir leurs effets coopératifs ou non avec la
réponse immunitaire. Ces travaux permettent d’envisager d’une part, le développement en
pharmacochimie des molécules étudiées et d’autre part, de futures investigations selon une
approche chimiotaxonomique, pour I’identification de nouvelles sources phytochimiques au

sein de la biodiversité régionale.

Mots-clés : alphavirus O’nyong-nyong ; fibroblastes ; alcaloides ; extraits végétaux ; antiviral ;

immunomodulateur.



Summary

Arthritogenic alphaviruses, such as Chikungunya virus, are (re)emerging pathogens and are
related to a major public health concern. Human infection by arthritogenic alphaviruses can
lead to chronic inflammation resulting from a dysregulation of the immune system affecting the

musculoskeletal system.

There is no specific treatment against infection by arthritogenic alphaviruses to date, and drug
discovery remains an ongoing challenge. This study aimed to establish the therapeutic potential
of alkaloids. Based on previous experimental evidences, special attention has been paid to
isoquinoline-, quinolizidine- and indole-based alkaloids. Their anti-alphaviral potential was
studied through representative compounds (berberine, matrine, tabersonine) by an in vitro
model developed using fibroblast cell line (HS633T) and the O'nyong-nyong alphavirus
(ONNV). Thus, the antiviral and immunomodulatory profile of the compounds was established
from their direct antiviral activity against the virus, but also from the immune response related
to the essential type 1 interferon pathway and the canonical inflammatory pathways/key
mediators. Similar effects were established for plant-extracts produced from three species of
Reunion Island and suspected for their alkaloid contents: Argemone mexicana, Sophora

denudata and Tabernaemontana mauritiana.

In the search of anti-alphaviral alkaloids, this study was based on an in-deep biological
evaluation to determine their cooperative effects or not on the host immune responses. The
perspectives of this work include a pharmacochemical development from the new molecular
sources, as well as a chemotaxonomic approach for the identification of new phytochemical

sources within the regional biodiversity.

Keywords: O’nyong-nyong alphavirus; fibroblasts; alkaloids; plant extracts; antiviral;

immunomodulator.
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Abréviations

AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien

BFV : Barmah Forest Virus (Virus de la forét de Barmah)
CHIKYV : Chikungunya Virus (Virus du Chikungunya)
CHL : Chloroquine

CLR : C-type lectin receptor (Récepteur lectine de type C)
CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité

CMVH : Cytomégalovirus humain

COX : Cyclooxygeénase

DENYV : Dengue Virus (Virus de la dengue)

DMARD : Disease Modifying Anti Rheumatic Drug (antirhumatismal modificateur de la
maladie)

EV : Entérovirus

HSV-1/2 : Human Herpes Virus 1/2 (Virus de I’Herpés humain 1/2)

IFN : Interféron

IFNAR : IFN alpha receptor (Récepteur de I’interféron alpha)

IKKe : IkB kinase ¢

IL : Interleukine

IRF : Interferon regulatory factor (Facteur de régulation de I’interféron)
ISG : Interferon stimulated gene (Géne stimulé par I’interféron)
JAK-STAT : Janus kinase-signal tranducers and activators of transcription
JNK : Jun N-terminal kinase

MAPK : Mitogen-activated protein kinases

MAYYV : Mayaro virus (Virus Mayaro)

MDA?5 : Melanoma differenciation associated antigen 5

MOI : Multiplicity of infection (ou le rapport entre le nombre de virus et le nombre de cellules)
MXRAS8 : Matrix Remodeling Associated 8

MyD88 : Myeloid differentiation primary response 88

NF-kB : Nuclear factor kappa B

NLRP3 : NLR Family Pyrin Domain Containing 3



nsP : non structural protein (Protéine non structurale)
ONNYV : O’nyong-nyong virus (Virus O’nyong-nyong)

ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity (Capacité d’absorption des radicaux libres de
I’oxygene)

PFU : Plaque Forming Unit (Plage de lyse)

PRR : Pattern recognition receptor (Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires)
RIG-I : Retinoic acid-inducible gene |

RLR : Retinoic acid-inducible gene I (RIG-1)-like receptor

RRV : Ross River virus (Virus Ross River)

SARS-CoV-2 : Severe-Acute-Respiratory-Syndrome-related Coronavirus 2 (Syndrome
respiratoire aigu sévere lié au virus du Coronavirus-2)

SINV : Sindbis Virus (Virus Sindbis)

TLR : Toll-like receptor (Recepteur de type « Toll-like »)
VEB : Virus Epstein Barr

VHB : Virus de I’hépatite B

VHC : Virus de I’hépatite C

VIH : Virus de I’'immunodéficience humaine

VRS : Virus respiratoire syncytial

YFV : Yellow Fever Virus (Virus de la fiévre jaune)
ZIKV : Zika Virus (Virus Zika)
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Introduction geneérale

Les maladies infectieuses représentent un enjeu mondial de santé publique depuis I’émergence
d’agents pathogeénes a fort impact économique et humain, tels que le HSV-1 responsable
d’infection courante, avec presque la moitié de la population mondiale concernée, le VIH
responsable du SIDA (syndrome d’immunodéficience acquise), Oou encore le parasite
Plasmodium falciparum responsable du paludisme. Les alphavirus constituent également un
enjeu planétaire de santé publique depuis 1I’épidémie de 2005-2006 du CHIKV qui a débuté
dans 1’océan Indien et qui s’est étendue au reste du monde et ils caractérisent des risques
(ré)émergents avec d’autres pathogénes comme le virus Ebola ou encore les coronavirus.
CHIKYV et SINV sont les premiers alphavirus arthritogéniques pathogenes pour I’Homme qui
ont été isolés pour la premiere fois en 1952, puis le MAYV en 1954, ONNV et RRV en 1959
et finalement le BFV en 1974.

Les alphavirus appartiennent au groupe des arbovirus (arthropod-borne viruses) qui se
caractérisent par une transmission vectorielle a I’Homme, principalement par les moustiques,
et constituent une nouvelle problématique de 1’infectiologie tropicale. Comme pour toutes les
arboviroses et en I’absence de vaccins ou traitements spécifiques, les mesures de santé publique
s’attachent alors a la prévention primaire pour limiter la transmission de la maladie par des
mesures communautaires ou individuelles, a la prévention secondaire visant a contréler la

progression des symptomes, et a la prévention tertiaire pour éviter les complications.

Les progres scientifiqgues ont permis d’établir la physiopathologic de I’infection par les
alphavirus, et d’identifier des caractéristiques communes ou spécifiques. Ainsi, il a été établi
qu’une infection par un alphavirus se caractérise par un tropisme tissulaire et cellulaire, et peut
évoluer vers une phase chronique a cause de la persistance localisée du virus. La réponse
immunitaire développée contre I’infection par un alphavirus continue d’étre étudiée, mais a déja
révelé sa complexité, ses avantages et ses limites. En particulier, les alphavirus sont capables,
comme d’autres virus, de développer des stratégies d’évasion a la réponse immunitaire. Pour le
groupe des alphavirus arthritogéniques traité dans cette étude, I’infection se singularise par des

atteintes articulaires aigués ou chroniques, modeérées ou séveres.

En I’absence de vaccins ou d’antiviraux spécifiques, la prise en charge médicale d’une infection

par les alphavirus reste limitée a des medicaments indiqués en traitement symptomatique. La
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recherche de solutions vaccinales ou thérapeutiques est active, mais se heurte au temps long de
leur découverte et de leur développement, mais aussi a la capacité remarquable et imprévisible
d’évolution des agents pathogénes. Les mutations rapides de ces derniers peuvent ainsi
compromettre 1’efficacité d’une molécule antivirale en développement, et appellent donc a
considérer des sources moléculaires facilement adaptables ou renouvelables pour constituer un

arsenal d’antiviraux rapidement mobilisables.

La biodiversité, et en particulier celle qui caractérise le régne végétal, a toujours constitué une
source d’intérét en santé humaine, depuis les usages ancestraux de plantes médicinales, et dans
les temps modernes, avec I’émergence et le développement de la recherche pharmaceutique
illustré par des découvertes majeures (aspirine, quinine, camptothécine, taxol et taxotére...). La
phytochimie a révélé l'existence et les propriétés d'une grande diversité de métabolites
secondaires, généralement répartis en trois grandes classes chimiques, particulierement étudiées
pour des applications therapeutiques (terpenes, polyphénols, alcaloides). Les travaux menés
dans ce domaine représentent un axe majeur de recherche, notamment dans le cas d'une

biodiversité végétale encore insuffisamment caractérisée.

Dans le méme temps, les apports de la physiologie végétale ont permis de caractériser ces
métabolites secondaires comme pouvant exercer un réle physiologique pour la croissance et le
développement de la plante, mais surtout un role écologique pour son adaptation a
I’environnement ou sa défense contre des bioagresseurs. Les fonctions biologiques intrinséques
des métabolites secondaires pour 1’organisme végétal font que ceux-ci représentent une

ressource de plus en plus importante pour des applications en santé humaine.

La Réunion est un des points chauds (hotspots) identifiés dans la biodiversité mondiale. Sa flore
est riche d’une diversité en espéces endémiques et indigénes, avec une politique de preservation
et de restauration résolument affirmée (Parc National de La Réunion, Muséum d’Histoire
Naturelle, Conservatoire Botanique National de Mascarin, Agence Régionale de Biodiversité),
aprés 1’identification des especes engagee par les travaux pionniers du botaniste et écologiste
réunionnais Thérésien Cadet (1937-1987). La recherche universitaire, structurée localement
avec le Centre Universitaire de La Réunion créé en 1970, devenu Université de La Réunion en
1982, a particulierement renforcé la caractérisation biologique et chimique des espéces

végétales pour des applications potentielles en santé humaine.

Les épidémies régionales du CHIKV de 2005-2006 ont promu la recherche de molécules

bioactives issues de sources végétales, en particulier au moyen d’un premier programme
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d’envergure (PHYTOCHIK, 2010) associant le Laboratoire de Chimie des Substances
Naturelles et des Sciences des Aliments (LCSNSA) de I’Université de La Réunion a un
consortium national. Une structuration scientifique plus complete a été ensuite engagée, dans
une approche intégrée entre 1’écologie vectorielle et les physiopathologies infecticuses, avec la
création d’un centre de recherche et de veille sanitaire sur les maladies émergentes (CRVOI,
2007) et des premiéres unités pluridisciplinaires de recherche en santé, a compter de 2010,
période de création de la nouvelle UFR Santé. Concernant les alphavirus, la recherche s’est
intéressée aussi bien au processus infectieux (EA GRI intégrée a 'UMR PIMIT), qu’au
processus inflammatoire (UR EPI). Ces aspects physiopathologiques ont été associés a la
recherche de solutions thérapeutiques, et plus particulierement au laboratoire EPI, de molécules
antivirales et immunomodulatrices de la biodiversité végétale régionale (Projet CPER-FEDER
VIROPAM, 2018-2022), avec un developpement pharmacochimique particulier sur un
polyphénol (brevet en demande, N°FR2300375).

Objectifs de la these

Suivant la stratégie thérapeutique basée sur des molécules possdédant une double activité
antivirale et immunomodulatrice, ces travaux visaient I’évaluation in vitro d’alcaloides, avec le
ONNV comme modele d’alphavirus arthritogénique, biologiquement et cliniquement proche
du CHIKV. ONNV est également adapté a la recherche en laboratoire en niveau 2 de
confinement, moins contraignant que le niveau 3 défini pour CHIKV. Avec la grande diversité
moléculaire des alcaloides, encore peu caractérisée contre les alphavirus, 1’approche a été
dirigée sur trois classes structurales (isoquinoléines, quinolizidines, indoles) reconnues d’intérét
pharmacologique, a partir de trois structures naturelles (berbérine, matrine, tabersonine)
continuellement étudiées pour des nouvelles indications thérapeutiques, y compris contre les
pathologies associées aux virus (ré)émergents. Cette approche moléculaire a été ensuite
exploitée par une approche chimiotaxonomique pour considérer trois especes végétales de La
Réunion (Argemone mexicana, Sophora denudata, Tabernaemontana mauritiana), susceptibles

de contenir des alcaloides des trois classes structurales retenues.
La présentation de ces travaux s’articule comme suit :

- une étude bibliographique descriptive sur les alphavirus arthritogéniques, les solutions
actuelles de prise en charge médicale de I’infection et de I’inflammation, ainsi que

I’avancée de la recherche dans ce domaine (chapitre 1) ;
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une analyse bibliographique, a partir de données expérimentales, permettant de soutenir
I’intérét des alcaloides en recherche contre les alphavirus arthritogéniques (chapitre 2) ;
le cadre structuré d’une évaluation in vitro qui a été développé avec la chloroquine
utilisée comme référence (chapitre 3) ;

I’évaluation biologique in vitro (activités et mecanismes) des alcaloides-types (chapitre
4);

la caractérisation chimique et biologique in vitro d’extraits obtenus a partir de trois

espéces vegétales locales (chapitre 5).
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Chapitre 1. Les alphavirus arthritogeniques

Depuis 1’épidémie du CHIKV de 2005-2006 dans 1’océan Indien et son expansion a travers le
monde, une importante activité de recherche dans ce domaine est développée. Cette activité
recouvre aussi bien la surveillance des alphavirus a 1’échelle planétaire, leurs processus
infectieux et physiopathologiques avec les réponses immunitaires associées, ainsi que les

solutions thérapeutiques.

I. Généralités

Selon la classification de Baltimore établie en 1971 [1] a partir des caractéristiques biologiques
des virus (génome, type d’acide nucléique, mode d’expression au cours du cycle viral), les
alphavirus appartiennent au groupe IV des virus @ ARN. Ce sont des virus a ARN simple brin
a orientation positive, ainsi la traduction de leur ARN génomique se fait donc par les ribosomes
de la cellule-hote sans intervention des protéines virales, par opposition aux virus a ARN simple

brin a orientation négative (Figure 1).
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Figure 1. Classification de Baltimore (1971) d’apres [2].



Selon la classification taxonomique internationale de I’'ICTV (International Committee on

Taxonomy of Viruses), le genre Alphavirus représente prés de 30 especes distribuées dans le

monde entier et appartient a la famille des Togaviridae gui-comprend-également-le-genre
Rubivirus-représentéparte-virus-dela—+rubéele-[3]. Certains alphavirus sont pathogenes pour

I’Homme, causant des maladies plus ou moins séveres.

Selon leurs origines géographiques et les pathologies associées, les alphavirus sont dits de
I’Ancien (ou Vieux) Monde (Old World alphaviruses) ou du Nouveau Monde (New World
alphaviruses) (Tableau 1) [4]. Les especes du Vieux Monde désignent les virus qui ont été
identifiés en Afrique, en Europe, en Asie et en Australie. Ils sont dits arthritogéniques (ou
arthritogénes) car ils affectent particulierement les articulations en causant de I’arthrite
(inflammation des articulations) et/ou de I’arthralgie (douleur des articulations). Les alphavirus
du Nouveau Monde identifiées sur le continent ameéricain se caractérisent par des atteintes du

systéme nerveux avec des encéphalites (inflammation du cerveau).

Tableau 1. Les principaux alphavirus pathogénes pour I’Homme.

Principales
Groupe Espéce Origine géographique manifestations
cliniques
BFV Australie
CHIKV Afrique
MAYV Amérique du Sud
i Arthrite
Alph-aVIrEJS- ONNV Afrique
arthritogéniques et/ou arthralgie
RRV Australie
SINV Afrique
SFV Afrique
EEEV Amérique du Nord
A'pf‘av"f*? VEEV Amérique du Sud , .
encéphalitiques Encéphalite
WEEV Amérique du Nord

Bien que I’origine géographique des alphavirus ne soit pas encore clairement déterminée,

plusieurs hypothéses ont été proposées. L’une d’elles suggere que leur introduction dans
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I’ Ancien et le Nouveau Mondes résulte de leur émergence depuis le Pacifique, a partir d’hotes
vertébrés marins, puis leur transmission a des hotes vertébrés terrestres et des moustiques

vecteurs [5].

Différentes études ont été menées pour établir une classification plus précise que celle de
Baltimore. Une premiére classification taxonomique des alphavirus remonte a 1988 & partir
d’analyses antigéniques fondées sur la réactivité croisée aux anticorps des alphavirus, et sept
complexes antigéniques ont été alors mis en évidence [6]. L’analyse antigénique a été ensuite
complétée par une analyse génétique. A ce jour, huit complexes phylogénétiques sont décrits
[7], comme représenté en Figure 2.
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Figure 2. Arbre phylogénétique des alphavirus d’apreés [7].

[EEE complex : complexe du virus eastern equine encephalitis ; VEE complex : complexe du
virus venezuelan equine encephalitis ; WEE complex : complexe du virus western equine
encephalitis].

Ces avancées majeures dans la caractérisation biologique des virus ont permis de distinguer le
CHIKYV et ONNV comme deux entités biologiques, tout en ayant une tres grande proximité au

sein complexe phylogénétique Semliki Forest [8] (Figure 3, ci-apres).
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Figure 3. Arbre phylogénétique du complexe Semliki Forest d’apres [9].

Les alphavirus arthritogéniques sont normalement endémiques des regions chaudes,
équatoriales et tropicales et leur répartition dépend de la présence de vecteurs et de réservoirs
adéquats. Cependant, la mondialisation des échanges et la dynamique des populations
vectorielles, accompagnées du réchauffement climatique et de la déforestation, ont facilité
I’expansion des alphavirus a travers le monde, comme I’illustrent les vagues épidémiques du

CHIKYV durant la derniére décennie (Figure 4).
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Figure 4. Distribution spatio-temporelle des épidémies causées par les alphavirus
arthritogéniques d’aprés [10].

[BFV : virus Barmah Forest; CHIKV : virus du Chikungunya ; MAYYV : virus Mayaro ;
ONNYV : virus O’nyong-nyong ; RRV : virus Ross River ; SINV : virus Sindbis].
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CHIKYV a été isolé pour la premiere fois en 1952 en Tanzanie (Afrique), alors que les premieres
descriptions de I’infection remontent a 1779 a Jakarta (Indonésie) [11]. La plus importante
¢pidémie a débuté en 2004 au Kenya et s’est répandue dans le monde entier (plus de cent pays
a travers quatre continents) en affectant plus de dix millions de personnes [12]. Alors que son
principal vecteur était jusque-la le moustique Aedes aegypti concentré dans les régions
tropicales et subtropicales, une mutation de la protéine virale E1 (E1 : A226V) est a ’origine
de son expansion mondiale par une nouvelle souche virale adaptée au moustique Aedes

albopictus plus répandu sur le planéte [13].

SINV a été isolé pour la premiére fois en 1952 en Egypte (Afrique). Ses principaux vecteurs
sont les moustiques des especes Aedes et Culex. SINV est aujourd’hui I’un des arbovirus les
plus répandus dans le monde avec des épidémies récurrentes au Nord de I’Europe, notamment

en Finlande et en Suéde, en Eurasie, en Afrique et en Océanie [10].

MAYYV a été isolé pour la premiere fois en 1954 en Amérique du Sud. Ses principaux vecteurs
sont les moustiques de 1’espéce Heamagogus. Il a causé des épidémies en Amerique du Sud et

en Amérique Centrale [10].

ONNV est endémique de 1’ Afrique sub-saharienne. Il a été isolé pour la premiére fois en 1959
en Ouganda (Afrique). Ses principaux vecteurs sont les moustiques de 1’espece Anopheles [9].
Plusieurs épidémies ont été recensées en Ouganda, la premiere sur la période de 1959-1962, la
seconde en 1996 [14,15], et la troisieme en 2002 [16]. Des cas sporadiques sont regulierement
détectés en Afrique [17-19].

RRYV est endémique de 1’ Australie ou il a été isolé pour la premiére fois en 1959. Ses principaux
vecteurs sont les moustiques des genres Aedes et Culex et ses principaux mammiferes hotes
sont les kangourous et les wallabies. Chaque année, des épidémies sont rapportées en Australie
et des cas sont aussi identifiés dans les Tles du Pacifique Sud (Papouasie Nouvelle-Guinée,

Nouvelle-Calédonie, les Tles Fidji, Samoa et Cook) [20].

BFV a été isolé pour la premiere fois en Australie (Victoria, Forét de Barmah) en 1974. Ses
principaux vecteurs sont les moustiques du genre Aedes. Chaque année, il affecte environ un
millier de personnes en Australie. Des cas ont aussi été recensés en Papouasie Nouvelle-Guinée
[10].
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I1. Caractéristiques biologiques des alphavirus

1. Morphologie et génome

La caractérisation biologique des alphavirus est bien avancée [4] (Figure 5). Ces agents
pathogénes sont des virus a ARN simple brin & orientation positive (ARNsb (+)) et mesurant
environ 700 A de diamétre. La particule virale est composée de deux membranes de
glycoprotéines, d’une bicouche lipidique dérivée de la cellule-hote et d’une nucléocapside qui

renferme I’ARN viral.

Protéines E (E1 et E2)

Protéine capside

Enveloppe virale

Enveloppe virale

Figure 5. Structure des alphavirus adapté de [21].

L’étude du génome des alphavirus a débuté il y a presque 50 ans, avec une premiere avancée
majeure en 1984 pour le génome complet de SINV [22]. D’une maniére générale, le génome
des alphavirus mesure environ 12 kb et code pour 10 protéines virales, dont 4 protéines non
structurales (nsP1 a nsP4), et 6 protéines structurales dont les protéines d’enveloppe E1 a E3,

la capside (C), la protéine 6K et la protéine transférase (TF) [23] (Figure 6).

5 | nsP1 [ nsP2 [ nsP3 [ nspa || ¢ | E3 | e2 [eksF| B2 |- 3

[[] Protéines non-structurales

[] Protéines structurales

Figure 6. Structure génomique des alphavirus.
[C : capside ; E : protéine d’enveloppe ; nsP : protéine non structurale ; T : transférase].
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() Les protéines non structurales

Les protéines non structurales sont nécessaires a la réplication et a la traduction de I’ARN viral
au sein de la cellule-héte. Elles sont également capables de moduler la réponse antivirale de la
cellule-hote, ce qui peut favoriser I’infection [23].

La protéine nsP1 participe a la traduction des ARNm viraux et protege les ARN viraux
néoformés de la dégradation [24]. La protéine nsP2 participe a plusieurs activités essentielles
au cours de I’infection virale, comme la réplication virale et la maturation des différentes
protéines non structurales. Elle exerce son activité de protéase en clivant la polyprotéine virale
initiale en différentes protéines nsP. La protéine nsP2 interférerait également avec la machinerie
cellulaire en inhibant la réponse antivirale, comme établi in vitro durant I’infection au CHIKV,
favorisant ainsi ’invasion virale au sein de la cellule-hdte [25]. La protéine nsP2 a été alors
décrite comme une cible-clé pour la recherche de traitements antiviraux [26]. Le role de la
protéine nsP3 est moins décrit, mais elle pourrait réguler la traduction virale [24]. La protéine
nsP4 est la protéine la plus conservée chez les alphavirus. Elle assure une activité d’ARN
polymerase impliquée dans la réplication et la traduction des ARN viraux.

(b) Les protéines structurales

Les protéines structurales ont un role principal dans I’entrée, le maintien de la structure virale
ou la libération des virions [23]. La glycoprotéeine E1 contribue au maintien de la structure ainsi
qu’a la fusion du virus avec la membrane cellulaire, tandis que la glycoprotéine E2 assure un
role essentiel dans la reconnaissance et ’attachement du virus a sa cellule-hOte, tout en
participant au maintien de la structure. La glycoprotéine E3 intervient dans la fusion des
glycoprotéines E1 et E2 avec la membrane cellulaire. La protéine C (capside) s’attache a I’ARN
génomique pour former la nucléocapside et participe au bourgeonnement des nouveaux virions.
Les protéines 6K et TF sont impliquées dans la maturation des protéines et la structuration des

nouveaux virions [27].

2. Lecycle viral

Le cycle de vie des alphavirus dans une cellule-h6te reprend les étapes classiques (Figure 7,
ci-apres) de celui des virus @ ARN [28]. L’attachement du virus (1) a la cellule-héte repose sur
I’interaction de la protéine E2 avec un ou plusieurs récepteur(s) cellulaire(s) spécifique(s), avant
la fusion de la protéine E1 avec I’endosome, pour I’internalisation du virus par endocytose (2),

puis la libération de la nucléocapside et de I’ARN viral dans le cytoplasme (3). Ensuite, la
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traduction des protéines nsP permet la formation d’une réplicase pour la réplication de ’ARN
(-) en ARN (+), composé d’ARN génomique et d’ARN subgénomique (26S) (4). Enfin, la
production de nouveaux virions résulte de la synthése et de la maturation des nouvelles
protéines virales. A partir de ces dernieres, des ARN génomiques néosynthétisés et de nouveaux
virions formés sont alors libérés (5) [26,29].

Alphavirus

Nouveaux
virions
—N

(1)
Attachement

3 (4) Libération et
N réplication du génome N\ V4
— P e g S (2) Internalisation
(5) Formatlont ARN
et libération ' génomique
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Figure 7. Cycle de vie des alphavirus.

3. L’infection

L’infection par un alphavirus commence par I’inoculation du virus a travers la peau par la piqare
ou la morsure d’un arthropode. La peau constitue ainsi la porte d’entrée du virus au sein de
I’organisme (Figure 8, ci-aprés). Grace aux cellules résidentes, le systeme lymphatique et la
circulation sanguine, le virus se dissémine dans 1’organisme, de la peau aux organes cibles
(nceuds lymphoides, foie, rate, os, muscles et articulations) [30]. La physiopathologie de
I’infection aux alphavirus arthritogéniques est caractérisée par une phase aigué pouvant évoluer

vers une phase chronique.
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Figure 8. Dissémination d'un alphavirus chez I'Homme (exemple du CHIKYV) adapté de [30].
(a) Phase aigué

En moyenne 3 a 10 jours aprés infection, les symptdmes caractéristiques de la phase aigué
apparaissent avec un tableau clinique associé a de la fievre, de la polyarthralgie et/ou de la
polyarthrite, des éruptions cutanées et des maux de téte. La polyarthralgie et la polyarthrite

développées caractérisent les alphavirus arthritogéniques [11].

Le tropisme des alphavirus s’explique par la distribution des récepteurs et des facteurs
d’attachement au sein de 1’organisme [31]. En effet, ces derniers sont exprimés par différents
types cellulaires, comme les monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, les fibroblastes
synoviaux et dermiques, les cellules endothéliales, les cellules musculaires, le périoste et les

kératinocytes. En particulier, les études in vitro et in vivo chez des souris de I’équipe de Couderc
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[32] ont permis de mieux comprendre la dissémination et le tropisme du CHIKYV et de faire le
lien avec les symptomes spécifiques développés chez I’Homme. En effet, le CHIKV affecte
particulierement les cellules musculaires squelettiques, les cellules des articulations et de la
peau, et parmi toutes les cellules-cibles, les fibroblastes apparaissent comme des cellules
particulierement ciblées par les alphavirus. La distribution des fibroblastes au sein de
I’organisme, ainsi que la multitude de terminaisons nerveuses nociceptives présentes au sein du
tissu conjonctif et des muscles, peuvent expliquer les atteintes articulaires et musculaires
caractéristiques des infections par alphavirus arthritogénes. Ce tropisme du CHIKV pour ce
type cellulaire, présent dans de nombreux tissus et organes (tissu conjonctif, peau, synovie,
périoste...), a été aussi établi in vitro par Sourisseau et al. en 2007 et Shilte et al. en 2010
[33,34].

(b) Phase chronique

En général, les symptomes développés s’estompent au bout de quelques jours. Malgré une
réponse immunitaire robuste chez certains patients, les atteintes articulaires peuvent persister
des mois, voire des années apres la phase aigué, ce qui caractérise alors une infection chronique
par les alphavirus arthritogéniques. Cette chronicité pourrait étre liée a la persistance du virus
au sein des articulations. Sur le plan clinique, I’infection chronique se caractérise, comme la
polyarthrite rhumatoide, par certaines cytokines sécrétées. Alors que 1’inflammation liée a la
polyarthrite rhumatoide est d’origine auto-immune (présence de facteurs rhumatoides,
d’anticorps anti-peptides cycliques citrullinés), aucune preuve ne relie I’inflammation induite
par I’infection par un alphavirus a un mécanisme d’auto-immunité avec la présence des facteurs

précédemment cités [35-37].

4. Laréponse immunitaire innée

Face a une infection virale, ’organisme déploie diverses stratégies, a travers les réponses
immunitaires innée et adaptative, pour contréler I’invasion virale. La réponse immunitaire innée
est la premicere ligne de défense de 1’organisme face a tous types de pathogenes, y compris les
alphavirus. Initiée par la détection du pathogene par différents récepteurs, la réponse
immunitaire innée implique ’activation de différentes voies de signalisation, aussi bien
antivirales qu’inflammatoires. Le but final est la production de médiateurs antiviraux
(essentiellement des interférons pour les virus) et inflammatoires [38,39] et I’initiation d’une
réponse immunitaire adaptative plus spécifique [40]. La réponse immunitaire a pour role de

protéger 1’organisme, mais contribue au développement des symptomes.
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(a) La réponse antivirale

e Détection

La réponse antivirale est initiée par la détection de motifs moléculaires associés aux agents
pathogenes (PAMP pour « Pathogen Associated Molecular Patterns ») par différents
récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires de la cellule-héte (PRR pour « Pathogen
recognition receptors »). Ces récepteurs peuvent étre de la famille des Toll-like receptors
(TLR), comme TLR3, TLR7 et TLR8 spécialisés dans la détection d’ARN endosomal,
notamment viral. Le récepteur TLR3 assure un réle essentiel des réponses immunitaires innée
et adaptative comme cela a été établi in vivo avec un modéle souris déficiente en TLR3 infectée
par CHIKV [41]. Dans ce modele, la présence de TLR3 a permis de mieux contrdler I’infection
et le développement de la pathologie associée. Des donnees, obtenues in vivo, avec des souris
déficientes en récepteur TLR7 ou en MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene
88), décrivent 1’association du recepteur TLR7 a la protéine MyD88 comme limitant le
développement d’une forme sévere de I’infection au RRV gréce a la mise en place d’une

réponse immunitaire adaptative efficace, par la production d’anticorps neutralisants [42].

Ces récepteurs peuvent aussi étre de la famille des retinoic acid-inducible gene | (RIG-I) -like
receptors (RLR), représentée notamment par RIG-1 et MDA5 (Melanoma differentiation-
associated protein 5), qui sont spécialisés dans la détection d’ARN double brin cytosolique,
comme les ARN synthétisés lors de la réplication virale. Plusieurs études ont démontré que les
récepteurs RIG-1 et MDAD participent a la détection des alphavirus et a la mise en place d’une

réponse antivirale efficace [43-45].

Des récepteurs plus specifiques aux alphavirus sont aussi décrits, comme MXRA8 (Matrix-
remodeling associated 8), qui est exprimé a la surface des cellules-cibles des alphavirus
(CHIKV, RRV, MAYV et ONNV), représentées par les cellules épithéliales,
mésenchymateuses et myéloides, les fibroblastes, les chondrocytes et les cellules musculaires
[46,47].

La famille des Nod-like receptors (NLR) est impliquée dans la production de cytokines pro-
inflammatoires au cours de I’infection virale, par 1’activation des voies NF-xB et MAPK, ou
par la formation de I’inflammasome et la production de I’interleukine 1p (IL-1B), a travers
I’activation de NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3) et de la caspase-1 [48]. Les
C-type lectin receptors (CLR), comme DC-SIGN (Dendritic cell-specific ICAM3 grabbing
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non-integrin 1) et L-SIGN (Liver/lymph node-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin), sont
impliqués dans la phagocytose, la présentation d’antigéne et la migration cellulaire. Klimstra et
al. ont démontré que I’expression de ces récepteurs, notamment DC-SIGN, est liée a I’infection
a SINV dans la lignée cellulaire de monocytes humains THP-1, mais aussi dans une culture
primaire de cellules dendritiques humaines [49]. La laminine, la prohibitine-1 (PHB1), TIM-1
(T-cell immunoglobulin and mucin domain-1), les glycosaminoglycanes (GAG) participent a

I’attachement du virus aux cellules [50].

e Induction d’interférons

L’activation des récepteurs mobilise différentes voies de signalisation et divers facteurs de
transcription, pour une réponse antivirale a travers la production d’interférons (IFNs). La voie
des IFNs de type 1 (o ou B) est essentielle a la réponse antivirale innée [51]. Les IFNs agissent
de maniére autocrine (sur la cellule elle-méme), en interférant avec la réplication virale au sein
de la cellule-hdte, mais aussi de maniere paracrine (sur les cellules voisines) en initiant une

réponse antivirale dans les cellules voisines, afin de prévenir I’infection [43,51].
L’activation des récepteurs RIG-1 et MDADS entraine successivement :

(1) le recrutement de la protéine mitochondriale adaptatrice MAVS (Mitochondrial
antiviral-signaling protein), aussi connue sous les noms de Cardiff, IPS-1 (Interferon-
S promoter simulator 1) ou VISA (Virus induced signaling adaptor) ;

(2) la phosphorylation des protéines TBK1 (Tank binding kinase 1) et IKKe (/xB kinase ¢) ;

(3) I'activation des facteurs de transcription, plus particuliérement les IRF (Interferon
regulatory factors) 3 et 7 (IRF3 et IRF7) lors des infections par alphavirus ;

(4) I’expression des IFNs de type 1 (induction d’IFN-a par IRF7 et d’IFN-B par IRF3)
[52,53].

Les IFNs de type 1 sont déterminants au cours de 1’infection par les alphavirus [54]. En effet,
chez des patients infectés par le CHIKV, le niveau d’IFN-a est significativement élevé [55]. Il
a été également décrit que des souris deficientes pour la voie des IFNs de type 1 deviennent
susceptibles a I’infection au CHIKV [32], a ONNV [56], SINV [57] et a VEEV [58].

Shilte et al. ont démontré que les IFNs, dépendant du recrutement de la protéine MAVS,
permettent de limiter et de contrdler I’invasion virale lors d’une infection par le CHIKV in vitro

(notamment dans les fibroblastes) et in vivo chez la souris déficiente en récepteurs aux IFNs
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a/B (IFNAR, «interferon o/ receptor) ou en STAT (signal transduction and activators of
transcription) [33].

Le rdle des facteurs de transcription IRF3 et IRF7 a été aussi démontré pour le controle de
I’infection au CHIKV sur la souris adulte déficiente en IRF3 et IRF7, notamment par la
production d’IFNs de type 1. En effet, I’absence d’IFNs o et  est associée a une mortalité
significative [59]. In vitro, I’activation des récepteurs RIG-I et MDAS entraine 1’expression de
MAVS, qui active a son tour les facteurs de transcription IRF3 et IRF7, la voie NF-«kB et initie
la production d’TFNs de type 1 [60].

En plus de la production des IFNs de type 1, le recrutement de la protéine MAVS mene
également a la phosphorylation des protéines IKK de la voie NF-kB, p38 et JNK de la voie
MAPK, et a ’activation de différents facteurs de transcription, impliqués dans I’induction de

médiateurs de 1’inflammation [52].

e Production d’ISGs

Les IFNs de type 1 produits se fixent, par la suite, a des récepteurs spécifiques a la surface des
cellules (IFNAR), ce qui entraine ’activation de la voie de signalisation JAK-STAT, via la
phosphorylation des Janus kinases (JAK), telles que les protéines Jakl et Tyk2 pour les IFNs
de type 1. Les protéines STAT sont ensuite activées, notamment STAT1 et STAT2 pour les
IFNs de type 1. L’étape finale est la transcription des génes codant pour des ISGs (interferon-
stimulated genes). Les ISGs, tels que 1SG15 [61,62], ainsi que la protéine kinase R (PKR)
[63,64], ou encore la vipérine [65], exercent une activité antivirale directe sur le virus, ou

indirecte sur les composants de 1’hote [51,52].

(b) Réponse inflammatoire

En plus des effecteurs antiviraux, ceux de I’inflammation permettent aussi de lutter contre
I’infection virale. En effet, une réponse inflammatoire est associée a la réponse antivirale. La
détection de I’ ARN viral par les récepteurs RIG-I et MDAS et I’activation de MAVS entrainent
I’activation de deux voies de I’inflammation : la voie NF-xB, a travers la phosphorylation de
IKK et la voie MAPK, par ses composants p38 et INK [52]. Ces deux voies sont impliquées
dans la production de molécules inflammatoires, notamment les interleukines 1 et 10 (IL-1pB
et IL-10), ou la chimiokine CCL2 (chemokine ligand 2 ou MCP-1, monocyte chemoattractant

protein-1).
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Aprés son inoculation a travers la peau, le virus est disséminé dans I’organisme, par
I’intermédiaire des cellules résidentes présentatrices d’antigéne, telles que les cellules
dendritiques. L’inflammation locale, observée au niveau des os, des articulations et des
muscles, peut s’expliquer par la mobilisation et D’infiltration des cellules immunitaires
(monocytes, macrophages, neutrophiles, lymphocytes ...) au site d’infection, médiée par la
sécrétion de divers facteurs inflammatoires, dont des chimiokines (ex.: CCL2, CXCL10,
CXCLS) et des cytokines (ex. : IL-1p, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-10) [66,67].

Parmi les cellules de I’'immunité, les macrophages sont des cellules phagocytaires qui
participent & la clairance virale, mais aussi a la production de médiateurs pro-inflammatoires et
contribuent ainsi au développement de la pathologie. Ces cellules peuvent étre infectées par les
alphavirus [36,68-71]. Chez des souris infectées au RRV, la déplétion de macrophages permet
de limiter la production de médiateurs inflammatoires, comme TNF-a, IFN-y et CCL2 et
d’atténuer la séverité de la pathologie associée [71]. Il en est de méme chez des souris infectées
par le CHIKV [69,72].

Les médiateurs inflammatoires produits sont impliqueés dans différents processus cellulaires.
Par exemple, CCL2 est une chimiokine qui participe au recrutement des premieres cellules
effectrices de I’immunité, les macrophages. TNF-a est un médiateur pro-inflammatoire,
principalement produit par les macrophages activés, mais aussi par les lymphocytes, les
kératinocytes et les fibroblastes, en réponse a un stress cellulaire, qui se produit notamment lors
d’une infection virale. La fixation de TNF-a a son récepteur peut entrainer, soit 1’apoptose de
la cellule, soit sa survie via la régulation des voies NF-kB et MAPK [73]. La chimiokine CCL5
(ou RANTES pour « regulated on activation, normal T cell expressed and secreted ») participe
au recrutement des lymphocytes T et NK (pour « Natural Killer ») ou encore des cellules
dendritiques [74], tandis que la chimiokine CXCL8 est impliquée dans le recrutement des

neutrophiles [75].

(c) La réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire innée a largement été étudiée lors des infections par alphavirus.
Cependant, 1’évolution de I’infection vers une phase chronique révele le réle important de la
réponse complémentaire retardée et plus spécifique, assurée par I’'immunité adaptative. La
réponse immunitaire adaptative, au travers des lymphocytes B et T, assure un r6le ambivalent
dans I’inflammation induite par une infection par alphavirus. En effet, ces cellules sont capables

de participer a la réponse antivirale, mais aussi d’exacerber le processus inflammatoire [76].
b
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Lors de la dissémination du virus dans I’organisme, les lymphocytes B et T sont activés gréace
au mécanisme de présentation des antigénes et & la sécrétion des différents médiateurs de
I’inflammation. Les lymphocytes B produisent les anticorps. Les lymphocytes T se distinguent
en deux groupes, les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Les
cellules T CD4+ sont impliquées dans la production d’anticorps par les lymphocytes B, alors
que les cellules T CD8+ entrainent la lyse des cellules infectées par un pathogene [72].

Les lymphocytes B sont impliqués dans la production d’anticorps spécifiques, participant a la
clairance virale lors de I’infection. Lors de la phase aigué de I’infection par CHIKV par
exemple, des anticorps neutralisants anti-CHIKV [immunoglobuline M (IgM) et
immunoglobuline G (IgG)] sont détectés dans le sérum des patients [77,78] (Figure 9, ci-
apres). Chez des souris infectées, la présence d’anticorps permet de contrdler le développement
de la maladie lors d’une infection par le CHIKV [79] ou par le RRV [80]. L’absence de
neutralisation du pathogéne par les anticorps entraine la persistance de 1’infection [79], voire la
mort, lors d’une infection par le MAYV [81]. Les anticorps produits assurent trois principales
fonctions : la cytotoxicité cellulaire, I’activation du systéme du complément (ensemble de
protéines de I’immunité innée renforcant la réaction immunitaire) et I’opsonisation (processus

favorisant la phagocytose) du virus.
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Figure 9. Production des anticorps apres infection au CHIKV adapté de [82].

Les lymphocytes T CD4+ sont impliqués dans la production d’anticorps par les lymphocytes B
en sécrétant différentes cytokines [72]. Les cellules T CD4+ sont activées par les cellules
présentatrices d’antigénes a travers les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe Il (CMH-II) et se différencient, selon I’environnement, en cellules T Helper 1, 2 ou 17

(TH1, TH20uU TH17), ou en regulatory T cells (Tres) [83]. Ces cellules se différencient grace a
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leur profil de production de cytokines [84]. Elles sont capables de moduler les réponses
immunitaires innée et adaptative. Les cellules Tw1 sont des cellules pro-inflammatoires et
produisent des médiateurs pro-inflammatoires, comme I’IFN-y. Ainsi, elles contribuent a la
mise en place de la pathologie, comme illustré par Teo et al. chez des souris infectées par le
CHIKV [85]. Les cellules TH1 assurent une activité antivirale intracellulaire en recrutant les
cellules my¢loides aux sites d’infection. Les cellules Thz assurent essentiellement une activité
antivirale humorale (extracellulaire) en produisant diverses cytokines, comme IL-4, IL-5, IL-
10 et IL-13[72,84]. Il existe un équilibre entre les cellules T et les cellules Tz pour le contrdle
de la maladie, mais les facteurs qui gouvernent cet équilibre restent méconnus. La présence des
cellules Th2 aurait un effet bénéfique en contrebalancant les effets néfastes des cellules Thi
[86], ou au contraire néfaste en empéchant la résolution de la maladie [35]. Dans un contexte
pro-inflammatoire, la différenciation des lymphocytes CD4+ en cellules Twi7 se fait grace au
facteur TGF-B (Tumor growth factor ). Les cellules Tw17 sont des cellules pro-inflammatoires
qui sécretent les interleukines IL-17, 1L-22, 1L-23 et le facteur GM-CSF (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor). Ces cellules participent au recrutement des
neutrophiles aux sites d’infection et a la mise en place de la pathologie [87,88]. Hors contexte
pro-inflammatoire, la différenciation des lymphocytes CD4+ en cellules Trec se fait grace au
facteur TGF-B. Les cellules Trec sont des cellules anti-inflammatoires qui sécretent
I’interleukine IL-10 et le facteur TGF-p et assurent un role protecteur en agissant sur différentes
cellules immunitaires [83]. Ce role protecteur est lié a une forte concentration de cellules Treg,
est retrouvé lors de I'infection au MAYV et non au CHIKV, ce qui pourrait expliquer la

différence des pathologies associées respectivement aux deux infections [89].

Les lymphocytes T CD8+ exercent une activité cytolytique directe contre les cellules infectées
par les virus [72]. Pendant la phase aigué de I’infection, les lymphocytes T CD8+ sont activés
par la présentation d’antigénes par les molécules du CMH de classe | (CMH-1). Leur quantité
augmente dans la circulation et dans les tissus-cibles des alphavirus [90,91]. Chez des souris
infectées par le SFV, les cellules T CD8+ sont impliquées dans le développement de la
pathologie. En effet, la présence de cellules T CD8+ augmente les atteintes neuronales, alors
que leur absence diminue I’inflammation et les dommages cérébraux [92,93]. Enfin, contre le
CHIKYV, le RRV ou encore le MAYYV, les cellules T CD8+ semblent avoir un réle antiviral
limité [90,94].

La réponse immunitaire induite par une infection par les alphavirus est résumée Fig. 10 ci-

apres. Initiée par la détection du virus avec une variété de récepteurs (TLR, RIG, MXRAS,
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NLR ou CLR), cette réponse se poursuit par le recrutement de la protéine adaptatrice (MAVS).
La réponse antivirale est alors déclenchée principalement par la voie des IFNs de type 1, tandis
que la réponse inflammatoire s’engage par différentes voies et médiateurs de I’immunité innée,

avant le recrutement de cellules spécialisées de I’immunité adaptative.

Détection du virus par différents PRRs :
TLR : TLR3, TLR7, TLRS |
RLR : RIG-I, MDAS I
MXRAS I
I NLR / CLR 1

Recrutement d’une protéine adaptatrice (ex.: MAVS)

Activation de la voie des interférons de type Réponse inflammatoire innée
1: Activation des différentes voies de signalisation de I'inflammation
TBK1 (ex. : NF-kB, MAPK)
IRF3/IRF7
FN de type 1 v
IENAR Médiateurs produits :
JAK-STAT1/2 CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL10,IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-10
l Recrutement d’autres cellules inflammatoires |
Mediateurs produits :
I1SG (ex. : 1SG15, PKR, Vipérine, OAS, ...) ¢
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Figure 10. Résumé de la réponse immunitaire anti-alphavirale.

I11.  Echappement immunitaire

Les alphavirus développent diverses stratégies d’échappement pour contourner le systéme

immunitaire et ainsi poursuivre leur invasion cellulaire.

Une de ces stratégies consiste a enfermer les ARN viraux néoformés dans des sphérules au sein
de la cellule, empéchant ainsi leur détection par les PRR intracellulaires, comme décrit en 2010

par Frolova et al. au cours de I’infection par le SINV [95].

Grace a leurs protéines [96], nsP2 pour les alphavirus du Vieux Monde [97,98] et la capside
[99] pour les alphavirus du Nouveau Monde, les alphavirus peuvent interférer avec la réponse
antivirale de la cellule-hdte. En effet, grace a la protéine nsP2, le CHIKV, le SFV et le SINV
sont capables d’inhiber la transcription cellulaire, entrainant la dégradation par ubiquitination
d’une sous-unité de I’ARN polymérase II (RNAPII), provoquant des modifications cellulaires

majeures et la mort cellulaire [97]. Il a aussi été démontré que la protéine nsP2 des alphavirus

30



du Vieux Monde, comme le CHIKYV et le SINV, est également capable d’inhiber la voie JAK-
STAT dépendante des IFN, limitant ainsi la réponse antivirale [25,100,101].

Comme la protéine nsP2 des alphavirus du Vieux Monde, la protéine capside des alphavirus du
Nouveau Monde serait capable d’interagir avec la traduction au sein de la cellule, entrainant

des effets cytopathiques importants et in fine, la mort cellulaire [99].

IV. Traitements

A ce jour et malgré les efforts soutenus en recherche depuis la réémergence des alphavirus, il
n’existe aucun vaccin autorisé ni traitement spécifique. La prise en charge des patients est
dédiée au traitement des symptomes, et la recherche contre I’infection par les alphavirus est

orientée vers différentes stratégies thérapeutiques.

1. Les traitements symptomatiques

La fievre et les douleurs sont les symptomes classiques de I’infection aux alphavirus
arthritogeniques, avec des manifestations inflammatoires pouvant évoluer vers des formes

chroniques. Les médicaments les plus courants sont représentés en Figure 11.
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Figure 11. Principes actifs appliqués en traitement symptomatique.

Les analgésiques (ex. : paracétamol) et/ou des anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) tels
que I’aspirine, I’ibuproféne et le diclofénac sont utilisés en premiére intention [10,66]. En
particulier, les AINS inhibent de maniére non spécifique la cyclooxygénase-1 (COX-1)
constitutive et la cyclooxygénase-2 (COX-2), inductible par les facteurs pro-inflammatoires
(ex. : lipopolysaccharides, TNF-a, IL-1 ...). Ces deux isoformes sont impliquées dans la

production des prostaglandines (PG) pro-inflammatoires et la faible sélectivité des AINS
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conduit a des effets secondaires séveres, tels que des lésions gastriques, des atteintes rénales,
hépatiques et/ou cardiovasculaires [102,103].

Les glucocorticostéroides ou glucocorticoides sont indiqués lorsque les AINS ne sont pas
efficaces. Les glucocorticoides agissent sur les récepteurs des glucocorticoides (GR) ou les
récepteurs des minéralocorticoides (MR) et ils régulent alors I’expression de génes codant pour
des médiateurs de I’inflammation, tels que les interleukines IL-1 et IL-10. En ce sens, les
glucocorticoides sont des immunomodulateurs, mais ils peuvent aussi avoir des activités

immunosuppressives, responsables des effets secondaires [104].

Les médicaments antirhumatismaux appliqués pour la polyarthrite rhumatoide, tels que la
sulfasalazine, le méthotrexate, la chloroquine ou I’hydroxychloroquine, sont exploités pour les
patients atteints d’une infection chronique et réfractaires aux traitements précédents. Ces
médicaments entrent dans la catégorie des DMARD (disease-modifying antirheumatic drugs),
qui sont employés pour limiter le développement des symptdmes, mais aussi de la pathologie
(gonflement et érosion osseuse au niveau des articulations), en raison de leurs propriétés

immunosuppressives, qui peuvent cependant entrainer des effets secondaires [10,66].

2. Larecherche et le développement

La recherche de solutions thérapeutiques ou vaccinales contre 1’infection aux alphavirus est
développée de maniere tres active. Sur le plan thérapeutique, la physiopathologie particuliére
de l’infection, avec un déréglement possible du systeme immunitaire, causant des
manifestations inflammatoires chroniques, pose un enjeu particulier. La recherche
thérapeutique repose a la fois sur du criblage (screening), avec des tests biologiques prédictifs
et sur des investigations, avec des évaluations biologiques plus approfondies, qui sont

présentées ici.

(a) Les molécules a activité antivirale directe

Les antiviraux a activité directe se rapportent aux molécules qui interferent avec le cycle de vie
du virus et/ou des fonctions cellulaires de I’hote, essentielles a ce cycle [26]. Pour cette
stratégie, la recherche a été orientée vers le repositionnement de médicaments existants (drug
repositionning ou drug repurposing), ou 1’évaluation de produits naturels, dont les plus

représentatifs sont présentés en Figure 12, ci-apres.

L’umifénovir est un dérivé indolique synthétique autorisé en Russie et en Chine (Arbidol) pour

le traitement préventif et curatif de la grippe A et B et a démontré une activité inhibitrice contre
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d’autres infections majeures (hépatites B et C, gastroentérite, fievre hémorragique, encéphalite)
[105].
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Figure 12. Principes actifs a activité antivirale directe.



Contre le CHIKV, il inhibe in vitro I’attachement/I’entrée du virus a travers la protéine E2 et
les récepteurs de surface de la cellule [106], et son optimisation structurale a permis d’identifier

des dérivés semi-synthétiques a plus fort potentiel antiviral [107].

La chloroquine est une molécule synthétique de la famille des 4-aminoquinoléines,
initialement commercialisée en prévention et traitement du paludisme, mais est également
étudiée contre des grandes pathologies humaines (cancer, maladies auto-immunes) [108,109]
et différents virus dans des études in vitro [110-112], dont les alphavirus CHIKV [113], SINV
[114] et SFV [115]. La chloroquine s’accumule au sein de la cellule, augmente le pH
intracellulaire et dérégle alors de nombreux mécanismes cellulaires dépendants du pH [110],
notamment 1’autophagie [108]. Une étude chez des souris infectées par le SFV établit que la
chloroquine est inefficace et aggrave au contraire la maladie [116]. Une étude chez I’Homme

n’a pas révélé d’activité significative pour I’infection aigue au CHIKV [117].

Le favipiravir, ou T-705, est une pyrazine organofluorée synthétique, initialement décrite
comme un inhibiteur sélectif du virus de la grippe A. Ce composé, ainsi que son analogue T-
1105, reconnu comme substrat par I’ARN polymérase virale, interferent in vitro avec la
réplication des alphavirus arthritogeniques (CHIKV, SINV, SFV, ONNV, MAYV, RRV) et
encéphalitiques (VEEV, WEEV et EEEV) et in vivo, avec celle de CHIKV [118,119].

La doxycycline est un médicament antibactérien d’origine semi-synthétique, de la famille des
tétracyclines. L’association de la doxycycline avec la ribavirine, médicament antiviral de la
famille des analogues nucléosidiques, a démontré in vitro et in vivo, une activité inhibitrice
contre les alphavirus. Contre le CHIKV, la doxycycline interfére avec la protéine virale E2,
pour bloquer I’attachement du virus a la cellule héte, tandis que la ribavirine inhibe la
réplication virale [120]. La ribavirine et I’interféron-a, utilisés comme traitements seuls ou
combinés, ont été établis in vitro, comme des puissants inhibiteurs de CHIKV et de SFV
[121,122].

Les produits naturels d’origine végétale et de diverses classes ont été décrits pour leur

potentiel anti-alphaviral.

Les polyphénols d’origine naturelle, déja connus pour leur capacité antivirale, ont éte tres
étudiés contre les alphavirus. Le gallate d’épigallocatéchine [EGCG : (-)-epigallocatechin-3-O-
gallate], qui est la principale catéchine du thé vert, inhibe I’entrée de CHIKV in vitro par des
interactions probables avec des facteurs d’attachement [123]. Les flavonoides apigénine,

chrysine, lutéoline et naringénine, présents dans différents aliments consommeés réguliérement
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(ex. : agrumes, tomates, miel, herbes aromatiques), inhibent I’entrée et la réplication du CHIKV
in vitro (Pohjala et al., 2011). La baicaléine, isolée de Scutellaria baicalensis et Scutellaria
lateriflora, la fisétine (présente dans la fraise, le concombre, I’oignon ...), ou encore la
quercétagétine (isolée du genre Eriocaulon), sont des potentiels antiviraux contre CHIKV par
en raison de leur capacité a interférer avec le cycle de vie du virus in vitro (Lani et al., 2016).
La quercétine est capable de réduire I’infection par ONNYV in vitro, comme cela a été démontré
par notre équipe [124]. Des dérivés de flavonoides, tels que les flavaglines
(cyclopenta[b]benzofuranes) dérivés d’une structure flavonol-cinnamate), inhibent in vitro
I’entrée de CHIKV, par interaction avec les prohibitines et notamment la PHB-1, décrite comme
I’un des récepteurs cellulaires du CHIKV [125]. Les flavonolignanes, dérivés d’une structure
combinant un flavonoide et un lignane, sont, par exemple, représentés par la silymarine,
mélange isolé du Chardon-Marie (Silybum marianum, Asteraceae) et contenant principalement
la silybine. Celle-ci est utilisée contre les troubles hépatiques et peut agir sur la réplication du
CHIKV et MAYYV in vitro [126]. Les acides tanniques (tanins) sont capables de réduire

I’infection par le CHIKV, par interaction avec le cycle de vie du virus [127].

Les alcaloides d’origne naturelle ont été étudies contre les alphavirus, mais de maniere non
approfondie. L’harringtonine (céphalotaxine), isolée de Cephalotaxus harringtonia
(Cephalotaxaceae), interfere avec I’infection par le CHIKV in vitro, en agissant sur la
réplication de I’ARN et la synthése protéique [128]. In vitro, la berbérine (isoquinoléine)
perturbe la synthése d’ARN viraux et des protéines virales de CHIKV, SFV et SINV [129]. La
lycorine (phénantridine) inhibe la traduction des protéines virales des alphavirus SINV, SFV et
CHIKV [130].

Des produits naturels d’origine marine, de structures plus ou moins complexes, ont été
évalués contre les alphavirus. La bryostatine (lactone macrocyclique), connue pour son activité
modulatrice de la protéine kinase C (PKC), a fait I’objet de travaux contre différentes
pathologies, telles que la maladie d’Alzheimer [131,132], le cancer [133], le VIH/SIDA [134].
Elle a aussi été décrite, avec ses dérivés, comme des inhibiteurs de la réplication de CHIKV in
vitro [135]. Des toxines marines de type polyacétates, isolées de cyanobactéries (Lyngbya
majuscula,  Schizothrix calcicola, et Oscillatoria nigro-viridis), telles que la
débromoaplysiatoxine et la 3-méthoxydébromo-aplysiatoxine, dérivées de I’aplysiatoxine,
inhibent la réplication de CHIKYV in vitro, probablement par interaction avec un processus post-

entrée virale [136].
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Des composés produits par les microorganismes, notamment ceux du groupe des
avermectines (lactones macrocycliques), produites par I’actinomycéte Streptomyces avermitili
et connues pour leurs activités anthelminthiques et insecticides, ont été également évaluées
contre les alphavirus in vitro. En particulier, I’abamectine et 1’ivermectine inhibent la
réplication du CHIKV [129].

(b) Les anticorps

Les anticorps sont aussi considérés comme ayant une activité antivirale directe. Le récepteur
MXRAS8 est exprimé a la surface des cellules cibles des alphavirus [46,47]. L’utilisation
d’anticorps monoclonaux neutralisants anti-MXRAB8, interagissant avec E2 par compétition,
peut empécher 1’attachement du virus a la cellule-h6te [137]. L’anticorps neutralisant C9 est
aussi décrit comme capable d’interagir avec la protéine E2 et prévient I’infection in vitro et in

vivo contre le CHIKV [138].

(c) Les immunomodulateurs

Comme décrit précédemment, le systeme immunitaire est essentiel au controle de 1’infection
par les alphavirus. Ainsi, la recherche de molécules synthétiques, capables d’agir sur les
différents acteurs de la réponse immunitaire et de les réguler (immunomodulateurs), est une

seconde piste envisagée (Fig. 13, ci-apres).

Le fingolimod (aminodiol) est indiqué dans le traitement de la sclérose en plaque, par la
modulation des récepteurs de la sphingosine-1-phosphate. Chez des souris infectées par le
CHIKV, il permet de limiter I’inflammation entrainée par les lymphocytes T CD4+ et les

complications associées, en se liant aux récepteurs de la sphingosine-1-phosphate [139].

L’obatoclax (indole bipyrrole) est un inhibiteur synthétique de la famille des protéines Bcl-2,
en développement contre divers types de cancer, en raison de son activité en faveur de
I’apoptose des cellules cancéreuses. Appliqué in vitro contre le CHIKV et le SFV, il réduit
I’infection en interférant avec une étape post-entrée, probablement en augmentant le pH

intracellulaire [140].

Le pentosane polysulfate sodique (PPS) est un glycosaminoglycane (GAG) semi-synthétique
utilisé dans le traitement de la cystite et du syndrome vésical. Chez des souris infectées par le
RRV et le CHIKV, le PPS atténue les symptémes arthritiques, musculaires et cartilagineux.
Son effet immunomodulateur se caractérise par la réduction du niveau de la cytokine pro-

inflammatoire IL-6, et I’augmentation de celui de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 [141].
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Le tofacinitib (pyrrolopyrimidine synthétique) est appliqué comme inhibiteur de la voie JAK-
STAT pour le traitement de différentes maladies, dont la polyarthrite rhumatoide. Pour une
infection par le CHIKV, il a été¢ démontré, chez des souris infectées, qu’il inhibe la production

de cytokines et I’infiltration de leucocytes [142].
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Figure 13. Molécules a activité immunomodulatrice.

Le bindarit (indazole synthétique) est étudié pour plusieurs maladies comme un inhibiteur
sélectif du recrutement des protéines chimiotactiques monocytes MCP-1 (CCL2), MCP-3
(CCL7) et MCP-2 (CCL8) pro-inflammatoires. Chez la souris infectée par RRV ou CHIKV, il
réduit Darthrite, les destructions tissulaires et 1’infiltration cellulaire liée au processus

inflammatoire [143-145].

Les phénothiazines forment une classe thérapeutique indiquée pour le traitement de maladies
psychotiques et des allergies. In vitro, ils inhibent I’entrée des alphavirus en interférant avec le

mécanisme d’endocytose, comme démontreé avec le SFV [146].

L’abatacept est un anticorps (CTL4-1g), utilisé comme médicament immunosuppresseur
agissant en limitant I’activation des cellules T CD4+. Chez des souris infectées par le CHIKV,

il améliore les symptdmes de la maladie, sans toutefois affecter la virémie [142].
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Les produits naturels et/ou leurs dérivés semi-synthétiques ont aussi été évalués comme
immunomodulateurs contre I’infection par les alphavirus arthritogéniques. Au sein de notre
équipe et sur le prototype ONNV, I’effet immunomodulateur de la quercétine (flavonoide) a été
établi sur la production des médiateurs pro-inflammatoires IL-1p et CCL2, en plus de son
activité antivirale in vitro (culture primaire de fibroblastes synoviaux humains) [124], mais
aussi de la modulation de la réponse inflammatoire par le médicament anticancéreux Irinotecan,
qui est un alcaloide dérive de la camptothécine [147]. L’alcaloide berbérine (isoquinoléine) a
été décrit pour ses activités antivirales directes contre les alphavirus et il exerce un effet
immunomodulateur remarquable, par I’inhibition de la voie MAPK dans I’infection au CHIKV
in vitro et in vivo [129,148].

(d) Molécules a action physiocellulaire

L’importance des canaux ioniques dans le processus infectieux a eté établie, notamment pour
I’entrée et la réplication de nombreux virus. Les canaux chlorure CLIC1 et CLIC4 (chloride
intracellular channels 1/4) ont été décrits comme favorisant la réplication du CHIKV, en se
liant aux protéines nsP, notamment nsP3. Différents acides, tels que le DIDS
(diisothiocyanostilbene-2,20-disulfonic acid), le 9-ACA (9-anthracene carboxylic acid), ou
encore le NPPB (5-nitro-2-3-phenylpropylamino benzoic acid) exercent leurs activités

antivirales en inhibant le fonctionnement des canaux chlorure in vitro [149].

(e) Les vaccins

Depuis 1971, plusieurs vaccins inactivés anti-alphavirus ont été élaborés et testés, mais sans
développement commercial [137,150-154]. Le principe de ces vaccins repose sur I’injection
d’un alphavirus inactive, pour mimer une infection et stimuler le systeme immunitaire. Depuis
la derniére pandémie de CHIKV, la recherche de vaccins contre les alphavirus a
considérablement évolué. Aujourd’hui d’autres classes sont étudiées: les vaccins dits
« chimeres », les vaccins a ADN, les vaccins recombinants ou encore les vaccins dits « virus-

like particle ».

Les vaccins a ADN consistent en 1’injection d’ADN modifié, pour déclencher une réaction
immunitaire et induire une protection immunitaire. Les données, établies in vivo par Muthumani
et al. en 2008 contre le CHIKV, présentent les vaccins a ADN comme un axe de recherche

prometteur [155].
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Les vaccins chimeéres reposent sur 1’utilisation d’une construction chimére a partir de portions
de génome de différents virus. En 2008, Wang et al. ont évalué in vitro et in vivo (souris) leur

vaccin développé contre le CHIKV [156].

Plusieurs vaccins « virus-like particle », qui utilisent des molécules synthétiques similaires aux
virus, sans étre infectieux, ont été étudiés contre le CHIKV et testés in vivo sur des primates
[157], avant d’étre soumis a des essais cliniques [158].

Les vaccins recombinants utilisent un virus modifié pour mimer le virus et stimuler le systeme
immunitaire, sans étre infectieux. Ces vaccins suscitent un intérét croissant, avec des tests in
vitro [159] et in vivo (souris), par Wang et al. en 2011 contre le CHIKV [160], ou encore par
Partidos et al. en 2012 contre le CHIKV et ONNV [161]. En 2019, un vaccin recombinant
contre le CHIKV a été I’objet d’un essai préclinique [162].

Les souches virales atténuées (ou vaccin vivant attenué) representent un axe important dans la
recherche de vaccins contre les alphavirus,[163-165] pour leur capacité a favoriser une
immuniteé plus longue et plus robuste.[166] Ces vaccins utilisent des prototypes de virus dont
les protéines sont modifiées, a I’'image du premier vaccin recemment autorisé (novembre 2023)
contre les infections par le CHIKV, le IXCHIQ®. Ce dernier repose sur 1’utilsation d’un
prototype du CHIKV dont la proteine nsP3 a été modifiée.[163,167]

En conclusion, la (ré)émergence des alphavirus arthritogéniques a affirmé un nouvel enjeu de
sant¢ publique a I’échelle planétaire. La recherche intensive développée durant les deux
derniéres décennies a permis d’acquérir des connaissances sur la biologie des alphavirus, leur
processus infectieux, les mécanismes physiopathologiques et la réponse immunitaire engagée
contre une infection. L’infection par les alphavirus arthritogéniques chez I’Homme se
caractérise notamment par une inflammation, pouvant conduire a des complications chroniques
plus ou moins séveres. L’enjeu de la recherche thérapeutique contre les alphavirus
arthritogéniques réside alors dans la découverte de molécules qui présenteraient a la fois une
activité antivirale et une activité immunomodulatrice, comme celles antérieurement établies au
laboratoire avec le flavonoide quercétine [124] et I’alcaloide semi-synthétique CPT-11 (dérivé
de la camptothécine) [147]. L’identification de nouvelles sources moléculaires ouvrirait alors
des nouvelles perspectives thérapeutiques. La diversité chimique naturelle constitue la encore
une opportunité et le succes des alcaloides pour le traitement de grandes pathologies humaines

nous a conduit a explorer cette catégorie de molécules naturelles.
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Chapitre 2. La piste thérapeutique des

alcaloides!

La diversité moléculaire présente au sein de la classe des alcaloides suscite un intérét continu
pour la recherche et la conception de nouveaux médicaments obtenus a partir de ces structures,
mais leur exploitation comme médicaments anti-alphaviraux n’est pas encore établie. Suivant
une exploration engagée au laboratoire avec le médicament anticancéreux Irinotecan, dérivé de
la camptothécine [147], une analyse des données de la littérature a permis de considérer trois
classes d’alcaloides (isoquinoléine, quinolizidine, indole), et neuf composés représentatifs pour
leurs données expérimentales pertinentes (modeles et mécanismes) par rapport a la

physiopathologie des alphavirus arthritogéniques (infection et inflammation).
I. Les alcaloides naturels

1. Définitions

Le terme « alcaloide » a été introduit en 1819 par Carl F. W. Meissner pour désigner des
« composés basiques azotés d’origine végéetale et pharmacologiquement actifs ». Cette
définition a évolué a plusieurs reprises [168]. Le terme « alcaloide » a été ensuite défini comme
«un groupe de composés basiques azotés d’origine naturelle, a faible poids moléculaire,

dérivés d’acides aminés et biologiquement actifs » [169].

Selon leur origine et leur structure chimique, les alcaloides peuvent étre répartis en trois
groupes. Les alcaloides vrais désignent des composés dérivés d’un acide aminé et contenant au
moins un hétérocycle avec un atome d’azote. Les proto-alcaloides correspondent & des
composés dont 1’atome d’azote, issu de 1’acide aminé précurseur, n’est pas inclus dans un
systéeme hétérocyclique. Les pseudo-alcaloides regroupent des composés qui ne dérivent pas

d’un acide aminé et dont ’atome d’azote a probablement été incorporé ultérieurement [170].

1 publication associée : Sandenon Seteyen A-L, Girard-Valenciennes E, Septembre-Malaterre A,
Gasque P, Guiraud P, Sélambarom J. Anti-Alphaviral Alkaloids: Focus on Some Isoquinolines,
Indoles and Quinolizidines. Molecules. 2022; 27(16):5080.
https://doi.org/10.3390/molecules27165080



2. Sources naturelles

Les alcaloides sont des métabolites secondaires dérivés d’acides aminés et qui sont
biosynthétisés par divers organismes vivants (bactéries, champignons, insectes, reptiles,

amphibiens, oiseaux, mammiféres, organismes marins...), dont les plantes [171].

Les alcaloides forment le plus grand groupe de métabolites secondaires avec plus de 27 000
molécules connues & ce jour, de motifs moléculaires tres variés et parfois trés complexes. Ils
seraient présents dans environ 500 millions d’espéces. Parmi elles, 30 % sont issus du régne
vegétal, et représentent 20% des metabolites secondaires. La concentration d’alcaloides est
variable dans les plantes et peut dépendre de 1’origine biosynthétique des alcaloides, ainsi que
de la disponibilité en azote et autres nutriments [172]. Les alcaloides sont localisés dans
différents compartiments de la cellule végétale, comme les mitochondries, les vésicules, les

chloroplastes ou encore les vacuoles [173].

Les alcaloides sont largement distribués au sein du regne veégétal. De maniére non exhaustive,
a titre d’exemple, 1’0n peut citer des espéces appartenant aux ordres des Ranunculales (familles
Berberidaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae), des Rutales (famille Rutaceae), des
Gentiales (familles Apocynaceae, Loganiaceae, Rubiaceae) ou des Tubiflorae (familles
Boraginaceae, Convolvulaceae, Solanaceae)... [174]. Cependant, la composition chimique de
nombreuses especes végeétales reste encore a établir, pour éventuellement mieux caractériser de

nouvelles structures comme potentiels principes actifs [175].

3. Propriétés physicochimiques

Les alcaloides sont des composes de basicité variable, qui forment des sels par réaction avec
les acides. Ils sont habituellement retrouvés dans les végétaux sous forme de combinaisons
salines, d’amines ou encore de N-oxydes. Ils sont en général incolores, sans odeur ni godt, mais
il existe des exceptions, comme la berbérine qui est de couleur jaune [176]. La grande diversité
structurale des alcaloides leur confere des propriétés physicochimiques variables, notamment
leur solubilité. Les bases libres sont solubles dans ’eau et les solvants organiques, alors que les
sels sont relativement solubles dans 1’eau, mais peu solubles dans les solvants organiques. Ces
différences de solubilité et de propriétés acido-basiques sont exploitées pour I’extraction des

alcaloides et le fractionnement de leurs mélanges.
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4. Fonctions biologiques

Les alcaloides assurent diverses activités métaboliques et fonctionnelles chez les organismes
producteurs [177].

Ce sont des metabolites secondaires et, contrairement aux métabolites primaires, ils sont a
priori non essentiels a 1’organisme qui les produit, voire toxiques et peuvent étre alors retenus
dans des structures cellulaires qui les isolent (vacuoles). Les fonctions qu’ils assurent au sein
de I’organisme producteur ont été longtemps méconnues. Depuis, de nombreuses études ont été
menées pour mieux comprendre les rdles endogénes et exogenes assurés par ces molécules
[178].

Les fonctions primaires des alcaloides sont celles qui s’exercent au profit de la plante elle-
méme. Dans un contexte de stress, la production d’alcaloides chez la plante peut étre augmentée
pour réguler différents processus du metabolisme, par exemple en activant et/ou inhibant la
production d’autres molécules. Les alcaloides peuvent également agir comme des facteurs de

croissance chez les plantes, ou encore comme neurotransmetteurs chez les animaux.

Les fonctions secondaires des alcaloides assurent une protection chimique et biologique de la
plante, notamment contre les pathogénes, les prédateurs (ex. : golt déplaisant de I’alcaloide
pour les herbivores) et les stress physiques (ex.: rayonnement ultraviolet, chaleur). lls

participent ainsi a 1’adaptation de la plante a son environnement [170,179].

5. Activités biologiques

Les plantes contenant des alcaloides sont utilisées par I’Homme depuis les Temps Anciens,
comme poisons, euphorisants ou stimulants [180,181]. Ainsi, la mort de Socrate aurait été
provoquée par 1’absorption du poison coniine de Conium maculatum, et la morphine, isolée de
Papaver somniferum vers 1800, est toujours utilisée comme psychotrope. L’usage des plantes
a alcaloides a des fins esthétiques a aussi été décrit, avec les espéces Hyoscyamus muticus ou
Atropa belladona, contenant de 1’atropine et utilisées par les femmes au Moyen-Age pour

provoquer la dilatation des pupilles [180].

L’avénement de la chimie moderne a permis d’exploiter directement les alcaloides isolés pour
différentes propriétés thérapeutiques (ex. : antibactérienne, antimitotique, anti-inflammatoire,
analgésique, anesthésiante, hypnotique, psychotrope, antitumorale) [176]. Plus de 27 000

alcaloides d'origine végétale ont déja été identifiés [172], et parmi eux des types structuraux
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emblématiques et associés a des usages thérapeutiques majeurs [169,176,177,182]. Quelques
exemples remarquables de ces différents types sont présentés ci-apres, en Figure 14.
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Figure 14. Alcaloides d’intérét pharmaceutique.

Les alcaloides morphiniques dérivés de la morphine (opiacés) sont reconnus pour leurs

propriétés analgésiques, comme la codéine (éther méthylique).

Les alcaloides tropaniques, dérivés du squelette chimique tropane et caractéristiques
d’especes des familles des Solanaceae et Erythroxylaceae, sont représentés par 1’atropine isolée
des especes Hyoscyamus muticus ou Atropa belladona et exploitée pour ses propriétés

anticholinergiques.

Les alcaloides de la famille des benzylisoquinoléines sont par exemple connus pour leurs
propriétés curarisantes, comme la tubocurarine, initialement identifiee comme poison puis

appliquée comme myorelaxant en chirurgie.

Les alcaloides indolomonoterpéniques sont exploités comme anticancereux, comme la
vincristine et la vinblastine (alcaloides de type Vinca), produites a partir de la pervenche de

Madagascar (Catharanthus roseus).

Les alcaloides indoliques, comme 1’ergométrine de 1’ergot de seigle (Claviceps purpurea,
champignon parasite de Poaceae), qui possede des propriétés vasoconstrictrices, est par

exemple utilisée en médecine pour prévenir les hémorragies.

Les alcaloides quinoléiques ont trouvé diverses applications, comme la quinine, isolée de
I’écorce de quinquinas (Cinchona officinalis et sp.) et exploitée comme antipaludéen, son

isomere la quinidine appliguée contre les troubles cardiaques (anti-arythmique).
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La colchicine, qui est un proto-alcaloide anti-mitotique toxique, a été anciennement exploitée

contre les crises de goutte.

Les alcaloides représentent pres de la moitié des produits naturels d’importance pharmaceutique
et biologique, mais ils restent sous-représentés sur le marché pharmaceutique. Cette faible
exploitation commerciale s’explique notamment par leurs propriétés physico-chimiques
défavorables a un développement pharmaceutique, et par leur distribution naturelle (quantités
naturellement faibles) qui réduit leur accessibilité et leur approvisionnement [183].

Il. Les alcaloides comme sources potentielles d’anti-alphaviraux

Des alcaloides ont été identifiés comme antiviraux et/ou anti-inflammatoires, mais ils ont été
encore peu caractérisés contre les alphavirus. Toutefois, des évaluations biologiques
approfondies d’alcaloides font ressortir des mécanismes d’action ou des modéles biologiques

d’intérét pour la recherche contre les alphavirus.

1. Analyse de données pour des alcaloides representatifs

Une étude bibliographique, retracée en Annexe 1, recense des alcaloides d’intérét en contexte
viral et/ou inflammatoire, avec une grande variété moléculaire : benzophénanthridines, indoles,
indolizidines, isoquinoléines, pipéridines, pyridines, quinoléines, quinolizines et quinolizidines
et alcaloides d’origine terpenique. lls ont été étudiés contre de grandes pathologies humaines
(cancer, maladies métaboliques, infections virales et bactériennes), mais aussi contre
I’inflammation associée a celles-ci, notamment par les voies majeures des kinases MAPK et
NF-kB. Les classes structurales d’alcaloides les plus étudiées sont représentées par les

structures de type isoquinoléine (~40%), quinolizidine (~20%) et indole (~10%).

Les isoquinoléines représentent un vaste groupe d’alcaloides et sont des molécules d’intérét tres
décrites au travers leurs divers cibles et mécanismes d’action dans de nombreuses pathologies,

notamment contre les cancers, les infections virales et en contexte inflammatoire [184].

Les alcaloides indoliques sont caractérisés par leur cycle benzopyrrole, et présentent une grande
variété de structures et des activités trés diverses, notamment anti-inflammatoire et anti-
tumorale [185,186].

Les quinolizidines sont largement décrites pour différentes activités, notamment anti-

inflammatoires, anti-tumorales et antivirales a travers diverses cibles. La matrine et
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I’oxymatrine sont, par exemple, capables d’inhiber ’activité des cyclooxygénases, limitant
ainsi la production de prostaglandines pro-inflammatoires [187]. L’oxymatrine a été établie
pour son activité anti-tumorale, car interférant avec le cycle cellulaire [188], la balance rédox
intracellulaire [189], et induisant 1’apoptose des cellules [189,190]. L’alopérine et ses dérivés
sont des inhibiteurs de I’entrée du VIH-1 [191] et du VHC [192].

Partant des trois classes d’alcaloides remarquables, 1’analyse de données expérimentales a alors

porté sur neuf molécules présentes dans différentes familles botaniques (Fig. 15, ci-apres).
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Figure 15. Alcaloides naturels représentatifs de trois classes structurales d’intérét adapté de
[193].

2. Activités biologiques en contexte viral

L’activité antivirale directe des alcaloides sélectionnés a été évaluée contre des virus a ADN et
des virus a ARN (Tableau 2, ci-aprés) et ce large spectre d’activités suggere de nouvelles
applications potentielles. Ceci est illustré par I’isoquinoléine berbérine, avec ses usages
traditionnels et ses développements pharmaceutiques prometteurs, notamment dans la

recherche contre le cancer [194], ou les maladies métaboliques [195].
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L’intérét de la berbérine réside en sa capacité a inhiber la réplication de plusieurs virus a ADN
[196] et a ARN, dont CHIKYV, SINV, SFV [129] et SARS-CoV-2 [197]. Ces données suggérent
une activité antivirale a large spectre pour des virus génétiquement différents, avec une faible
cytotoxicité et une efficacité a faible concentration (de 1’ordre du micromolaire), comme cela a
été illustre contre CHIKV in vitro (ECso = 1,8 uM; CCso> 100 uM; SI > 127) [129] et dans le
cas de I’inhibition de la transcriptase inverse, lors d’une infection par le VIH-1 in vitro (ICso =
0,33 uM; CCso= 2,09 uM; SI = 16,07) [198].

Tableau 2. Effets antiviraux et immunomodulateurs en contexte viral d’apres
[193].

Efficacité et/ou

Virus Alcaloide Modele / Doses testées ) Effet Réf.
Toxicité in vitro
Virus a ARN
Inhibe la croissance virale
In vitro, lignée cellulaire de / Diminue la production
Virus de la grippe A macrophage murin (RAW ICs0 = 0,01 uM des molécules pro- [199]
264.7) /25 WM inflammatoires TNF-a et

PGE:

In vitro, cellule épithéliale
Virus respiratoire basale alvéolaire
syncytial (VRS) d’adénocarcinome humain
(A549) / 25 ou 100 uM

Inhibe la production de de
CCso > 100 uM la molécule pro- [200]
inflammatoire 1L-6

Inhibe les voies de
signalisation :

Virus du In vitro, cellule d’ostéosarcome  ECso = 12,2 M
Chikungunya humain (HOS) /0.1-800 M CCso = 429,5 uM Rémi‘;m’ﬁ ;fg'éﬁge o [148]
(CHIKV) Berbérine In vivo, souris /10 mg/kg SI=35 le gonflement des
articulations des souris
Virus du
Chikungunya - . Pour CHIKV :
(CHIKV), Virus h a:rz]s\t/étrrgél(j\e/g:knrgrglflg)e/ 3 ECso = 1,8 uM Inhibe la réplication [129]
Semliki Forest M CCso > 100 uM virale
(SFV) et Virus H SI> 27
Sindbis (SINV)
Syndrome
respiratoire aigu In vitro, cellule épithéliale ECs0 =91 iM Inhibe la réplication
Zealggrgﬁ;\yirvu'g nasale primaire / 10 uM CC5°S|>>lig M virale [197]
(SARS-CoV-2)
Syndrome
respiratoire aigu Diminue le niveau sérique
sévere lié au virus Matrine In vivo, homme - de CRP et de [201]
du Coronavirus-2 lymphocytes

(SARS-CoV-2)

Augmente le niveau de
cytokines-Twl pro-

Virus de I’hépatite inflammatoires (IFN-y

B In vivo, souris / 200 mg/kg/jour - Diminﬂgdlel Iﬁi-\i)aau des [202]
(VHB) cytokines- Th2 anti-
. inflammatoires (IL-4 and
Oxymatrine IL-10)
In vitro, cellule épithéliale D'”’f%”()‘:g!&g;"gfg’_ des
basale alvéolaire . -
Virus de la grippe A d’adénocarcinome humain ECso = 64,47 uM mflag’\ Tf}glgﬁ-l,l\l_gg’ L [203]
_(AS49) /190 pM Inhibe les voies MAPK et
In vivo, mouse/60 ou 120 mg/kg NE-«B
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Tableau 2. Effets antiviraux et immunomodulateurs en contexte viral d’aprés

[193] (suite et fin).

Virus Alcaloide Modele / Doses testées TEff'?a,C ite e_t/ou(a) Effet Réf.
oxicité in vitro
Virus a ARN
Inhibe I’attachement
In vitro, cellule etla re\p;lilr(lzjastlon du
Virus de I’hépatite C - d’hépatome d’origine ECs0= 7,06 uM
(VHC) Alopérine humaine (Huh 7.5) / CCso> 200 uM Bloguela ~ — [204]
20 M transmission du virus
de cellule a cellule
Virus a ADN
HSV-1:
1Cs0 = 24,4 uM
Virus de CCs0=39.2uM Inhibe la réplication
I’Herpes humain In vitro, Cellule Vero / 2400 SlI=161 virale et Ias nthese [205]
16t 2 (HSV-1 et uM HSV-2 : & AD]{’I
HSV-2) I1Cs0 = 26,7 uM
CCs0=39,2 yM
Sl =141
Virus de Berbérine i =
I’immunodéficie Invitro, IymphOCyte T ICs0 __0’33 uM Inhibe I’activité de la
- modifié / CCs0=2,09 uM - - [206]
nce humaine de 0.29 uM Sl = 16.07 transcriptase inverse
type 1 (VIH-1) i '
Cytomégalovirus In vitro, fibroblaste humain E%O 2223963 uul\l\//ll Inhibe I’expression de [207]
humain (CMVH) néonatal / 2,65 * 0,35 uM SSOI 147 la protéine E virale
Virus de Diminue I’expression
I’hépatite B In vivo, souris / 200 mg/kg - deul’antiX% e [209]
(VHB) &
Oxymatrine Inhibe la réplication
Virus de DimianeI rlzle uantité
I’hépatite B In vivo, souris / 20 mg/kg - , g [210]
d’antigéne
(VHB) X .
Augmente 1’expression
de IFN-y
Virus de
I’immunodéfi- In vitro, fibroblast-like COS . .
. . - { ) - ECso=1,75 yM Inhibe la fusion et
cience humaine Alopérine et cellules TZM-bl /0,01-10 CCso > 86,2 M Pentrée du virus [191]

de type 1 (VIH-
1)

uM

Les potentialités antivirales des quinolizidines n’ont pas encore été décrites contre les
alphavirus arthritogéniques, mais elles ont été caractérisées pour d’autres virus et pour
différents mécanismes. L’alopérine interfére avec 1’attachement, la réplication et la
transmission de cellule a cellule du VHC (ECso = 7,06 uM ; CCso > 200 uM) [204], ainsi
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qu’avec la fusion et I’entrée du VIH-1 (ECso= 1,75 uM ; CC50 > 86,2 uM) [191]. L’ oxymatrine
inhibe la réplication virale de VHB in vivo [210].

Ces données établissent un mode d’action antiviral classique lié & la clairance virale, par
interférence avec le cycle de vie du virus (entrée, réplication, assemblage et libération de
nouveaux virions) et/ou par des interactions spécifiques entre le virus et la cellule-héte [211].
Les données révelent également une activité immunomodulatrice de ces alcaloides durant
I’infection virale. En effet, cette activité additionnelle des antiviraux permet de prévenir la
production excessive de cytokines responsables de I’inflammation et des complications
associées [212]. Cette régulation de la réponse immunitaire a été exploitée contre I’infection au
VIH [213] et plus récemment, contre les infections au SARS-CoV-2 [214] et aux alphavirus
arthritogéniques (CHIKV et RRV) [11].

Les données expérimentales in vitro et in vivo caractérisent des effets immunomodulateurs sur

différentes cibles cellulaires.

La régulation de la signalisation cellulaire, liee au médiateur pro-inflammatoire TNF-a,
particuliérement impliqué lors d’une infection par les alphavirus, a été établie in vitro par la
diminution de sa production contre le virus de la grippe A avec la berbérine [215] et
I’oxymatrine [203]. A I’inverse, pour I’infection au VHB, 1’oxymatrine augmente la production
de ’IFN-y, une cytokine pro-inflammatoire [210], qui active la réponse immunitaire dirigee par

les cellules T Helper 1 (TH1) et essentielle contre les alphavirus [85].

La régulation de I’inflammation, associée a une infection virale, est également établie avec
I’inhibition des voies de signalisation et/ou de la production de médiateurs pro-inflammatoires.
La berbérine inhibe in vitro la production de la prostaglandine PGE_, lors de I’infection par le
virus de la grippe A [215], ce qui indique une sensibilité de la voie de 1’acide arachidonique
aux alcaloides. L’inhibition d’autres voies de signalisation de 1’inflammation est établie in vitro,
comme celle associée a MAPK, par la berbérine, lors d’une infection par le VRS [200]. Les
études in vivo caractérisent une activité multikinase (MAPK, NF-kB et PI3K/AKT) de la
berbérine, contre CHIKYV [129] et de I’oxymatrine, contre le virus de la grippe A [203]. Chez
des patients atteints du SARS-CoV-2, une étude clinique décrit 1’activité anti-inflammatoire de

la matrine, par la diminution du niveau circulant de la protéine C-réactive (CRP) [201].

Les alcaloides peuvent contribuer au développement de la réponse immunitaire durant les
infections virales. Dans des études in vivo, I’oxymatrine augmente le taux circulant des

cytokines pro-inflammatoires (IFN-y et IL-2), dépendantes des cellules Tw1 et réduit dans le
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méme temps, celui des cytokines anti-inflammatoires régulatrices (IL-4 et IL-10), dépendantes
des cellules T helper 2 (TH) lors d’une infection par le VHC [202]. Elle augmente le niveau de
I’IFN-y dans une infection par le VHB [210]. Dans une étude in vitro et in vivo de I’infection
par le virus de la grippe A, I’oxymatrine diminue aussi le niveau de I’interleukine IL-1f3 [203],
qui est impliquée dans la sévérité de I’infections par les alphavirus [216]. La berbérine exerce
des effets immunosuppresseurs remarquables in vitro contre le VRS, en diminuant le niveau de
I’interleukine IL-6 [200], qui exerce un role crucial lors des infections alphavirales chroniques
[35].

3. Activités biologiques hors contexte viral

Les effets immunomodulateurs des alcaloides ont aussi été démontrés pour des maladies
chroniques non liées a des infections virales, comme le traduisent les effets observés a des doses

non-toxiques sur différent médiateurs et voies de ’inflammation (Tableau 3).

Tableau 3. Effets immunomodulateurs des alcaloides dans d’autres modéles d’aprés

[193].

Pathologie Alcaloide Modele / Doses testées Effet Réf.

Invitro, cellules cancéreuses buccales/ 1,10 , .. I expression de COX-2 et
) ou 100 uM la synthése de PGE2 [217]

In vivo, rats Wistar / 1, 5 ou 10 mg/kg
In vitro, cellule cancéreuse gastrique Augmente la production de ROS [218]
Berbérine humaine (SNU-5)/ 75 uM Inhibe la voie NF-xB
In vitro, cellule thyroidienne humaine
cancéreuse (C643, OCUT1, TPC1 and Inhibe la voie MAPK [219]
c Htori3) / 20 ou 80 UM
ancer In vitro, cellule cancéreuse du sein (MDA- . .
MB231 and MCF-7) / 3,125-100 uM Inhibe la voie MAPK [220]
In vitro, cellule cancéreuse du cdlon (CT-26)
. - /0,1-250 yM Active la voie MAPK pour
Tetrandrine In vivo, souris modéle de tumeur / 50 et 150 I’apoptose [221]
mg/kg

In vitro, cellule cancéreuse humaine de  Augmente la production de ROS

Ellipticine I’endometre (RL95-2) / et active la voie MAPK pour  [222]
0,1-10 uyM I’apoptose
Maladie In vivo, rat / 50 ou 100 mg/kg

cardiovasculaire Matrine Ex vivo, cardlomyoci/lt,(\e: derats/ 200 ou 400  Active la voie JAK/STAT [223]

In vitro, inflammation induite dans cellule Réduit de la production de ROS
Athérosclérose Alopérine  endothéliale du cordon ombilical (HUVEC)/  Inhibe les médiateurs pro- [224]

50 et 100 uM inflammatoires IL-6 et CCL2

Réduit I’expression des
In vitro, fibroblaste modele de polyarthrite  médiateurs pro-inflammatoires [225]
rhumatoide / 0,1 et 1 uM TNF-o0 and IL-6

Syndromes Sinoménine Inhibe les voies COX et NF-kB
arthritiques

Ex vivo, fibroblaste de rat modeéle d’arthrite / Inhibe la kinase ERK de la voie [226]

50 - 400 uM MAPK
Arthrite Tétrandrine In vivo, rat modéle d’arthrite / 25 ou 80 Inhibe les médiateurs pro- [227]
chronique mg/kg/jour inflammatoires TNF-a et TL-1
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Tableau 3. Effets immunomodulateurs des alcaloides dans d’autres modéles d’apres

[193] (suite et fin).

Syndromes

Réduit les médiateurs pro-
inflammatoires TNF-a, IL-1p,

arthritiques Berbérine In vivo, rat modéle d’arthrite / 200 mg/kg IL-6 et IL-17 [228]
Inhibe la voie MAPK
Réduit les médiateurs pro-
. T . inflammatoires I1L-6 et I1L-17
In vivo, rat moderl;: (}karthrlte /75 et 150 Augmente les médiateurs anti-  [229]
g’kg inflammatoires 1L-10 et TGF-
Ex vivo, fibroblaste de rat modéle Réduit les médiateurs pro-
d’arthrite / 15, 30 et 45 uM inflammatoires TNF-a, TL-1p, [230]
In vitro, monocyte dérivé de la moelle IL-6 et IL-23
osseuse / 15, 30 et 45 uM Inhibe la voie PI3K/AKT
. T . Réduit les médiateurs pro-
In vivo, rat mofggerﬂ E;Ehme /25,50t inflammatoires TNF-a et IL-  [231]
gkg 17A
Oxymatrine Réduit les médiateurs pro-
In vitro, fibroblaste modele de inflammatoires IL-6 et IL-8 [232]
polyarthrite rhumatoide / 10-100 uM Inhibe les voies NF-«xB et
MAPK
Inhibe le médiateur pro-
Arthrose Berbérine In vitro, fibroblaste / 5-100 uM inflammatoire IL-1B [233]
Inhibe la voie NF-xB
Brucine In vivo, rat modéle d’arthrite / 15 et 30 Inhibe le médiateur pro- [234]
mg/kg inflammatoire PGE2
In V'tr?r’lgﬁggg::l?:; /d§ r|\1</e[s de la Réduit les médiateurs pro-
Ellipticine . X . H - inflammatoires TNF-a. et IL-6  [235]
In vivo, modéle souris de choc septique / Inhibe Ia voie NE-xB
Inflammation i : 20 rggl/kg y :
(autres N Vivo, souris modele d’inflammation : £ )
conditions . _ aigué /10, 20 ou 40 mg/kg in]llr;mt;r?altisi rr:sefjl'llgltlgﬂs IFI)I?G et
pathologiques) ~ Tabersonine Ex vivo, macrophage dérivé de la moelle IL-1p ’ [236]
osseuse / 10 uM Inhibe les voies NF-«xB et
In vitro, cellule rénale embryonnaire MAPK
humaine (HEK293T)/ 10 uM
Inhibe les médiateurs pro-
Oxymatrine In vivo, rat / 120 mg/kg/jour inflammatoires TNF-o, IL-1B [237]

etIL-6
Inhibe la voie NF-xB

Dans la recherche contre le cancer, I’intérét des alcaloides a été établi par leur capacité a réguler
I’inflammation, qui est reconnue comme un facteur de risque et un promoteur de cette
pathologie, via une action sur les mémes voies et/ou facteurs que ceux impliqués dans une
infection [238]. La production de ROS en défense a été démontrée dans différents modeles de
cancer avec la berbérine [219] et I’ellipticine [222]. La berbérine régule la voie de 1’acide
arachidonique a travers I’inhibition de la cyclooxygénase COX-2 et la production de la
production de la prostaglandine PGE, [217]. L’interférence des alcaloides avec les voies
majeures des kinases (MAPK, NF-kB et PI3K/AKT) a été démontrée pour la berbérine
[219,220], la tétrandrine [221] et I’ellipticine [222]. Les effets immunomodulateurs de la

50



berbérine sont remarquables a faible concentration dans les cellules thyroidiennes cancéreuses
(ICs0 = 0,891 uM) [219], & une concentration modérée dans les cellules cancéreuses du sein
(ICso = 15 uM) [220] et a une plus forte concentration dans les cellules cancéreuses gastriques
(ICs0 = 48 uM) [218]. L’induction de I’apoptose par les alcaloides, comme la tétrandrine, dans
les cellules cancéreuses de colon (SNU-5) [221] et I’ellipticine dans les cellules cancéreuses
d’endométre (RL 95-2) [222], illustrent leur activité anti-proliférative [239].

Dans d’autres pathologies complexes, les quinolizidines matrine et alopérine ont démontré des
effets immunomodulateurs notables. Dans des modéles in vitro et in vivo de pathologies
cardiovasculaires, la matrine active la voie de signalisation JAK/STAT via les composants
JAK2 et STAT3 [223] et augmente I’expression de la protéine cardioprotectrice HSP70 [240].
Dans un modele in vitro d’athérosclérose, I’alopérine exerce un effet protecteur en diminuant
I’expression de médiateurs pro-inflammatoires (IL-6, CCL2 et des protéines VCAM-1 et E-
selectin).

La polyarthrite rhumatoide est une maladie systemique chronique inflammatoire qui se
caractérise par la destruction des articulations. Les infections par les alphavirus causent des
symptdmes similaires a ceux de la polyarthrite rhumatoide et peuvent conduire a des
complications plus ou moins séveres. Les effets immunomodulateurs des alcaloides ont été
décrits avec des modeles robustes : in vitro dans les macrophages/monocytes dérivés de la
moelle osseuse (BMDM) [241] et dans les fibroblastes synoviaux (OASF) provenant de patients
atteints d’arthrose [242], ex vivo dans les fibroblastes (RA-FLS) provenant de patients atteints
de la polyarthrite rhumatoide [243] et in vivo dans des modeles précliniques d’arthrites (AIA :
adjuvant-induced arthritis ou FCA : Freund’s complete adjuvant) [244,245]. Comme cela a été
illustré dans les différents contextes arthritiques, les isoquinoléines berbérine [228-230],
sinoménine [225,226] et tétrandrine [227], ainsi que la quinolizidine oxymatrine [231,232],
entrainent 1’inhibition des voies de signalisation de I’inflammation, ce qui Se traduit par la
diminution des cytokines pro-inflammatoires courantes (TNF-a, IL-1p, IL-6) et
particuliérement 1’interleukine IL-17, impliquée dans I’inflammation, la destruction osseuse
associée a la polyarthrite rhumatoide, ou encore I’infection par le CHIKV chez des patients
[35].

Dans d’autres modéles de I’inflammation, les effets immunomodulateurs des alcaloides
s’illustrent avec la tabersonine [236], la brucine [234], I’ellipticine [235] et la matrine [237].
Les données démontrent encore les effets précédemment décrits, mais particulierement

I’inhibition des voies de signalisation de I’inflammation associées aux kinases (MAPK et NF-«B)
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et la diminution des médiateurs pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-1B et PGE>), également

impliqués dans I’infection par les alphavirus et I’inflammation associée.

Comme cela est résumé dans la Figure 15, a partir des données retracées dans les Tableaux 2
et 3, les alcaloides sélectionnés exercent des effets significatifs sur différentes cibles de la

cellule-hote, impliquées dans I’infection et 1’inflammation.
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Figure 16. Mécanismes d’action cellulaire des alcaloides représentatifs d’apres [193].

La réponse antivirale est initiée avec la reconnaissance du virus a la surface cellulaire
(récepteurs) ou dans le cytosol (ex. : RIG-I et MDAS pour les alphavirus), lors de I’entrée ou la
détection du virus (1). L’inhibition des facteurs cellulaires limite 1’invasion virale, comme cela
a été illustré avec I’isoquinoléine berbérine ou les quinolizidines oxymatrine et alopérine. La
quinolizidine oxymatrine est aussi capable de renforcer la réponse antivirale par la production
d’IFNs (2A) et leur signalisation par les récepteurs cellulaires associés (2B). Les alcaloides
mentionnés et plus particuliérement I’isoquinoléine berbérine, peuvent interférer avec des voies
de signalisation de I’inflammation, dont la voie JAK/STAT (2C), les voies MAPK et NF-xB
(3A), lavoie des prostaglandines (4A) associées a la cyclooxygénase COX-2, ainsi que les voies
oxydatives (5A). Les effets inhibiteurs et/ou activateurs sont particuliérement intéressants pour
une réponse inflammatoire, qui n’est pas exacerbée par une dérégulation du systéme

immunitaire pouvant se produire lors d’une infection. Ainsi, I’intérét des alcaloides mentionnés

52



réside dans leur action immunostimulante et/ou immunosupressive des mediateurs-clés de

I’inflammation.

4. Relation structure-activité

L’intérét thérapeutique des alcaloides a été reconnu avec des découvertes majeures parmi toutes
ses différentes classes structurales, dont les isoquinoléines (ex.: I’agent anticancéreux
noscarpine), les opioides (ou opiacés, ex. : morphine et codéine), les indoles (ex. : les agents
anticancéreux vinblastine et vincristine) et les quinolizidines (ex. : oseltamivir et zanamivir
contre le virus de la grippe A) [246,247]. Cet intérét s’étend de plus en plus aux infections et &
I’inflammation associée [248]. Mais le développement pharmaceutique des alcaloides est

souvent confronté a leur faible activité et/ou a leur toxicité [249].

La recherche de structures optimisées a été intégrée pour certaines évaluations préecédemment
mentionnées (Tableaux 2 et 3), notamment par des études de la relation structure-activité
(RSA). Ainsi, deux dérivés de 1’isoquinoléine berbérine ont été identifies parmi ses O-esters
avec de meilleurs index thérapeutiques pour I’activité antivirale in vitro contre le VIH [198], a
I’image des développements poursuivis pour les benzylisoquinoléines [250]. L’intérét pour la
quinolizidine alopérine a été renforcé par ses derivés N-substitués qui constituent une nouvelle
classe d’inhibiteurs de I’entrée du VIH [247]. Toutefois, les potentialités des alcaloides contre
les alphavirus restent encore peu étudiées [251] et il n’y a pas de données relatives a de
I’optimisation structurale dirigée pour la découverte d’immunomodulateurs efficaces a la fois

sur la réponse antivirale et la réponse inflammatoire.

En conclusion, les alcaloides représentent une source majeure de solutions thérapeutiques pour
des grandes pathologies humaines. L’analyse de données de la littérature révéle une capacité
remarquable des alcaloides a interférer dans des pathologies complexes et sur des fonctions
cellulaires ou immunitaires, également mobilisées dans I’infection par les alphavirus et
I’inflammation associée. Ainsi, les alcaloides représentent un intérét particulier pour la
recherche d’anti-alphaviraux, avec une évaluation biologique structurée qui permettrait de

caractériser leur double activité antivirale et immunomodulatrice.
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Chapitre 3. Développement d’un modéle

d’évaluation in vitro avec la chloroquine?

La caractérisation de nouveaux principes actifs comme agents anti-alphaviraux a été envisagée
avec un modele in vitro qui est facile a reproduire pour le criblage de molécules et qui reste
également incontournable en développement pharmaceutique. Ce chapitre décrit le cadre
structuré qui a ¢été développé pour 1’évaluation biologique d’anti-alphaviraux sur un type
cellulaire (lignée cellulaire de fibroblastes) et un prototype d’alphavirus arthritogénique

(ONNV), avec la chloroquine comme modéle de molécule antivirale et immunomodulatrice.
I.  Approche expérimentale

Les fibroblastes ont été initialement décrits comme des cellules structurales impliquées dans la
construction et le remodelage de la matrice extracellulaire, puis comme des cellules
immunocompétentes. Les fibroblastes sont capables de détecter les agents pathogenes, et
d’activer différentes voies de signalisation dans une réponse immunitaire développée en
conséquence [252]. Par ailleurs, il a été établi que les alphavirus arthritogeniques ont un
tropisme particulier pour ces cellules [32,34]. Les fibroblastes sont des cellules souches
mésenchymateuses derivees du tissu synovial (SMSC : synovial mesenchymal stem cells). Les
cellules souches mésenchymateuses (MSC) d’origine sont des cellules souches non-
hématopoiétiques et bien que peu présentes au sein de I’organisme, ce sont des cellules
immunocompétentes permettant de réguler de nombreux processus [253]. Les cellules HS633T
qui désignent une lignée cellulaire de fibroblastes (fibrosarcome), dont la permissivité au

CHIKYV a été antérieurement décrite [101], ont été utilisées pour cette étude.

ONNV a été choisi comme modéle d’alphavirus arthritogénique pour ses caractéristiques
biologiques et cliniques similaires a celles du CHIKV [7,8], ainsi que pour sa capacité a infecter
des cultures primaires de fibroblastes synoviaux humains (ou cellules souches

mésenchymateuses humaines dérivées de la synovie) [124]. ONNV présente également

2 Publication associée (article en préparation, pour soumission & Int. Immunopharm.) : Chloroquine
impairs O’nyong-nyong alphavirus infection and inflammation in the fibroblast cell line HS633T.
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I’avantage d’étre un agent pathogeéne de classe 2 plus facile a exploiter en laboratoire,
contrairement au CHIKV (classe 3), qui nécessite un niveau de confinement plus élevé [254].
L’infection des cellules est caractérisée par un rapport entre le nombre de virus et le nombre de

cellules (MOI 1 & 10).

La permissivite des cellules HS633T au ONNV a été comparée a celle des cellules SMSC, tout
comme leurs phénotypes respectifs par immunofluorescence et par gRT-PCR, avec I’expression
de différents marqueurs caracteristiques des MSC (CD248, CD90, col1A et a-SMA) [253].

Une étude préalable de cytotoxicité par les tests LDH et MTT a été conduite pour déterminer

la tolérance des cellules HS633T au ONNV et a la chloroquine.

Une cinétique d’infection des cellules HS633T a été ensuite realisée par 1’analyse de
I’expression des génes codant pour des protéines virales d’intérét (E1, E2, capside et nsP2), par

gRT-PCR de 2 a 48 h p.i. et une observation par immunofluorescence (24 h p.i.).

La réponse cellulaire a I’infection a été également suivie de 2 a 48 h p.i., par ’analyse de
I’expression des génes codant pour les récepteurs et effecteurs antiviraux, identifiés dans le cas
des alphavirus (MXRAS8, RIG-1, MDA5, TLR7, IRF3, IFN-B, STAT1, ISG15), ainsi que pour

la chimiokine CCL2 qui est un médiateur-clé de I’inflammation.

Les effets de la chloroquine sur les composants et facteurs-clés precédemment mentionnes ont
été étudiés en suivant leur expression génique par gRT-PCR. En effet, la chloroquine, une 4-
aminoquinoléine dérivée de la quinine, initialement développée comme antipaludique [255], a
été évaluée comme agent immunomodulateur dans les maladies auto-immunes et les cancers
[108,256]. Ses potentialités antivirales ont été établies, notamment contre les alphavirus, in vitro

contre SFV [115] et SINV [114], ou encore in vitro et in vivo contre CHIKV [34,113,257].

Les résultats des expériences sont présentés comme la moyenne de trois experiences
indépendantes (avec écart-type de la moyenne). La valeur p a été calculée en utilisant le test
Bonferroni de comparaison multiple par rapport aux cellules non infectées et non traitées
(CTRL) [*: p<0,05, **: p< 0,01, ***: p < 0,001, ****: p <0,0001] ou par rapport aux cellules
infectées (ONNV) [#:p < 0,05, ##: p <0,01, ### : p < 0,001, #### : p < 0,0001]. Les variations
relatives des niveaux d’expression (FC : fold change) ont été calculées par rapport aux cellules

non infectées et non traitées (CTRL).
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1. Résultats

1. Caractérisation phénotypique des cellules HS633T

Afin d’établir les cellules HS633T comme modele d’étude, leur permissivité au ONNV a été
comparée a celle des SMSC. Les cellules ont été infectées pendant 24 h et a différentes MOI
(0,1, 1 et 10). Les cellules-contréles (CTRL) sont des cellules non infectées et non traitées (Fig.
17). Les analyses ont été realisées au bout de 24h, sans lavage des cellules.
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Figure 17. Susceptibilité comparée des cellules SMSC et HS633T a I’infection par ONNV.
Traitement et infection simultanés, CHL 7,5-60 uM ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01,
***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules SMSC non infectées et non traitées
(CTRL) ou#:p<0,05, ##:p<0,01, ## : p <0,001, ### : p <0,0001 comparé aux cellules
HS633T non infectées et non traitées (CTRL) ou $: p < 0,05, $$: p < 0,01, $3$ : p < 0,001,
$$%$ : p < 0,0001 comparé aux SMSC. (n=3, test de Bonferroni).

Au bout de 24 h p.i. et dés la MOI 0,1, les genes viraux étudiés (E2, capside et nsP2) sont
exprimés dans les deux types cellulaires, mais a des niveaux relativement plus importants dans
les SMSC. L’infection augmente I’expression des genes codant pour les récepteurs MXRAS et

RIG-I et le facteur ISG15, mais toujours a des niveaux plus élevés pour les cellules SMSC.

Les phénotypes des cellules SMSC et HS633T ont été ensuite été caractérisés pour confirmer

leur origine a partir des cellules souches mésenchymateuses (MSC), par 1I’expression des
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marqueurs CD248, CD90, col1A et a-SMA par immunofluorescence et gRT-PCR a 24 h p.i. et
a différentes (MOI 0,1 & 10). Les résultats sont présentés en Figure 18.
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Figure 18. Caractérisation phénotypique des cellules HSF et HS633T.
(A) Observation de I’expression des différents marqueurs par immunofluorescence [bleu :
noyau cellulaire ; vert : ONNV ; rouge : CD248, CD90, collA ou a-SMA, collA]; (B)
Expression des génes codant pour les différents marqueurs. [CTRL : cellules noninfectées ;
ONNYV : cellules infectées ; collA : collagéne 1A et a-SMA : alpha-smooth muscle actin].
ONNV MOI=0,1-10. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux
cellules SMSC non infectées et non traitées (CTRL) ou # : p < 0,05, ## : p < 0,01, ### : p <
0,001, #### . p < 0,0001 comparé aux cellules HS633T non infectées et non traitées (CTRL)

ou$:p<0,05%$$:p<0,01, $$$:p<0,001, $$$$ : p < 0,0001 compareé aux SMSC. (n=3, test
de Bonferroni).
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L’imagerie par immunofluorescence (Fig. 18A) révéle nettement 1’expression des quatre
marqueurs dans les cellules SMSC, mais elle n’est pas décelable dans les cellules HS633T. En
revanche, les données de I’analyse par qRT-PCR (Fig. 18B) permettent de caractériser ces
marqueurs dans les deux types cellulaires, a I’exception de CD90, uniquement exprimé dans
les cellules HS633T.

2. Cytotoxicité

Afin de déterminer les conditions expérimentales pour la suite des expériences, une étude de
toxicité a été conduite sur les cellules HS633T 24 h aprés exposition au ONNV (MOI 1 a 10),
a la chloroquine (7,5-60 uM) ou a la dexaméthasone (0,125-1 uM) seuls, sur des gammes de
concentrations utiles, antérieurement déterminées au laboratoire. Les cellules de référence sont
des cellules non infectées et non traitées (CTRL). Les résultats des tests LDH et MTT sont
présentés en Figure 19.
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Figure 19. Viabilité des cellules HS633T infectées et/ou exposées aux traitements.
Traitement seul, CHL 7,5-60 uM ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001,
****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL). (n=3, test de
Bonferroni).

Les tests LDH et MTT révelent que la viabilité des cellules infectées est affectée d’environ 50%
pour la MOI 10 la plus élevee (**** : p < 0,0001), alors qu’aucune toxicité significative n’est
observée a MOI 1 ou 0,1. Sur des cellules non infectées, les traitements a la chloroquine et a la
dexaméthasone n’ont présenté aucun effet significatif aux différentes concentrations

appliquées. Pour la suite des expériences, ces résultats ont conduit a retenir la MOI 1 pour
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I’infection des cellules par ONNV et des concentrations tolérables pour la chloroquine (< 60

uM) et la dexaméthasone (< 1 uM).

3. Cinétique d’infection

La cinétique d’infection des cellules HS633T par ONNV (MOI 1) a été étudiée en suivant les
niveaux relatifs d’expression des génes codants pour les protéines virales d’intérét (E1, E2,
capside et nsP2), par gRT-PCR de 2 a 48 h p.i. (Fig. 20A). Les cellules infectées ont été
également observées par immunofluorescence (Fig. 20B), en utilisant un anticorps adapté
(anticorps primaire : anticorps de souris anti-capside ; anticorps secondaire : anticorps de lapin
anti-souris couplé au fluorochrome Alexa 594), par I’observation de la protéine capside virale

(rouge), par rapport aux cellules non infectées (CTRL).
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Figure 20. Infection des cellules HS633T par le virus O’nyong-nyong.

[bleu : noyau cellulaire ; rouge : ONNV ; CTRL : cellules non infectées et non traitées ; ONNV
: cellules infectées]. Traitement et infection simultanés, CHL 7,5-60 uM ; ONNV MOI=1. *: p
< 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et
non traitées (CTRL). (n=3, test de Bonferroni).

Ces résultats démontrent la permissivité des cellules HS633T au ONNV, avec des niveaux
d’expression significatifs dés 2 h p.i. pour les génes codant pour E2 (7,07 + 0,41x10%, **: p <
0,01) et pour la capside (5,60 + 1,24x10°, *: p < 0,05). Une expression significative, pour tous
les génes viraux étudiés, est observée a partir de 6 h p.i. : E1 (2,61 + 1,50x1073, p < 0,05), E2
(5,58 + 3,22x10, p < 0,01), capside (2,25 + 1,30x10°, p < 0,001) et nsP2 (3,17 + 1,40x107°, p

< 0,0001). Ces niveaux d’expression sont plus importants a compter de 24 h p.i. : E1 (4,41 =
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2,55x1072, p < 0,0001), E2 (4,56 * 2,63x107, p < 0,05), capside (3,00 + 1,73x10, p < 0,001)
et nsP2 (1,86 *+ 0,58x103 p < 0,01). Les résultats & 24 h p.i. sont confirmés par

I’immunofluorescence.

4. Réponse immunitaire

La réponse immunitaire, avec ses composantes antivirale et inflammatoire, est essentielle pour
controler la réplication et la dissémination virale [51]. Afin de caractériser la réponse des
cellules HS633T a I’infection par le ONNV (MOI 1), ont été étudiés les récepteurs impliqués
dans la détection des alphavirus (MXRAS8, RIG-I, MDA5 et TLR7), les composants de la
réponse des IFNs de type 1 (IRF3, IFN-B, STATI1 et ISG15), ainsi que le médiateur-clé de
I’inflammation CCL2. Les niveaux d’expression génique de ces effecteurs immunitaires ont été

suivis par des analyses qRT-PCR de 2 a 48 h p.i. et sont présentes en Figure 21, ci-apres.

Le récepteur MXRAS est habituellement impliqué dans la détection des alphavirus, mais les
résultats non significatifs de son expression génique ne permettent pas de 1’affirmer ici pour les
cellules HS633T infectées par ONNV. Par rapport aux cellules non infectées, le niveau
d’expression post-infection des autres récepteurs est significativement augmenté a partir de 24
h p.i. pour TLR7 (CTRL : 2,18 + 0,126x107%; 24 h p.i. : 1,22 + 0,22x10°3, *** : p < 0,001, FC
= 5,6 et 48 h p.i. : 2,09 + 0,43x10?, ****: p < 0,0001, FC = 96) et a partir de 48 h p.i. pour
RIG-I (CTRL : 1,42 + 0,27x102; 48 h p.i. : 5,75 +0,77x10?, ***: p < 0,001, FC = 4), alors
que I’expression de MDAS est significativement diminuée a partir de 24 h p.i. (CTRL : 1,73
0,16x10%; 24 h p.i. : 3,58 £ 0,30x10*, ***: p < 0,001, FC = 0,2).

Pour la réponse IFNs de type 1, I’expression significative pour IRF3 n’est observée qu’a partir
de 24 h p.i. (CTRL : 1,25 + 0,14x1073; 24 h p.i. : 2,42 + 0,32x103, **: p < 0,01, FC = 1,9),
avec un niveau plus élevé a 48 h p.i. (3,93 + 0,89 x1073, **: p < 0,01, FC = 3,1). Pour IFN-B,
aprés une diminution du niveau d’expression de 2 a 6 h p.i. (CTRL : 1,22 + 0,07x10%; 2 h :
3,64 +1,22x10°, ***: p< 0,001 ;4 h:6,92+0, 89x10°, **: p< 0,01 et 6 h: 5,49 +0,82x10°
5 ***: 1 <0,001), celui-ci augmente significativement & 48 h p.i. (3,94x10% + 0,87x1074, ***:
p < 0,001, FC = 3,2), par rapport au controle.

Enfin, le niveau d’expression pour STAT1 décroit de 2 a 48 h p.i. (CTRL : 3,99 + 0,32x10? ;
2 a48 hp.i.: **** p <0,0001, FC < 0.5), tandis que celui de ISG15 augmente de maniére
significative a4 h p.i. (CTRL : 9,20 + 0,82x10™ ; 4 h p.i. : 4,28 + 0,26x1073, ****: p < 0,0001,
FC=4,6;6hp.i.:1,99+0,22x103, *:p< 0,05, FC =22 et 48 h p.i. (3,37 £ 0,27x1073, ****:
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p <0,0001, FC =3,7). La réponse inflammatoire, suivie au travers de I’expression du médiateur
pro-inflammatoire CCL2, se traduit par une diminution significative de 2 a 6 h p.i. (CTRL :

2,25+0,28x103;2a6 hp.i. : **: p< 0,01, FC <0,5), avant une augmentation significative a

compter de 24 h p.i. (**** : p <0,0001, FC = 3,6 et 72).
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Figure 21. Niveaux d’expression des composants de la réponse immunitaire.

Traitement et infection simultanés, CHL 7,5-60 uM ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01,
***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL).
(n=3, test de Bonferroni).
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5. Effets de la chloroquine

L’infection des cellules HS633T par ONNV ayant été établie, les effets de la chloroquine ont
été examinés jusqu’a sa concentration maximale précédemment déterminée en cytotoxicité
(Fig. 19). Les effets de la chloroquine ont été étudiés sur les cellules HS633T infectées par le
ONNYV (MOI 1) pendant 24 h, a partir des niveaux d’expression des génes codant pour les
protéines virales (E1, E2, capside et nsP2), par la méthode qRT-PCR et a partir de la
quantification des particules virales produites dans le surnageant des cellules infectées (Fig.
22).
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Figure 22. Inhibition virale par la chloroquine dans les cellules HS633T.

Traitement et infection simultanés, CHL 7,5-60 uM ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01,
***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL).
(n=3, test de Bonferroni).

Comme cela a été décrit par I’étude de la cinétique d’infection (Fig. 20A), les niveaux
d’expression des genes viraux dans cellules infectées (ONNV) sont élevés [(** : p < 0,01 pour
E2 (1,87 +£1,08x102) et **** : p <0,0001 pour E1 (2,82 + 1,64x107?), capside (1,25 + 0,72x10"

) et nsP2 (1,43 + 0,19x10®)], par comparaison avec les cellules non infectées (CTRL).
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L’utilisation de la chloroquine conduit a un effet inhibiteur significatif dés la concentration de
7,5 uM, pour tous les génes viraux [(## : p < 0,01 pour E2 (2,70 + 1,56x107) ; #### : p <0,0001
pour E1 (1,81 *+ 1,05x107%), capside (7,17 + 4,14x10°) et nsP2 (1,37 * 0,85x10%)]. Le
traitement chimique affecte la production de virions, initialement d’environ 4x108 PFU.mL™
(####H# - p < 0,0001), pour les cellules infectées et non traitées (ONNV) : elle est réduite de 4x10°
PFU.mL™? jusqu’a 4x10° PFU.mL™ par le traitement a la chloroquine a 15 pM (4,00x10°, # : p
< 0,05), 30 UM (4,18 + 3,82x10°, ## : p < 0,01) et 60 UM (4,00x10%, ### : p < 0,001).

Le mode d’action de la chloroquine a été décrit par I’augmentation du pH intracellulaire qu’elle
induit et I’accumulation des autophagosomes révélée par 1’augmentation de 1’expression de
LC3 [258]. L’expression de ce marqueur a ¢été analysée, dans notre cas, par
immunofluorescence a 24 h p.i., sur les cellules HS633T infectées par le ONNV (MOI 1) et

traitées a la chloroquine (15 uM). Les résultats sont présentés en Figure 23.

+ ONNV + CHL 15pM

CTRL : cellules non traitées et non infectées
+ ONNV : cellules infectées avec ONNV
+ ONNV + CHL 15 uM : cellules infectées avec ONNYV et traitées a la chloroquine a 15 uM

Figure 23. Immunofluorescence du marqueur LC3 dans les cellules HS633T.

[bleu : noyau cellulaire ; vert : ONNV ; rouge : LC3].

Par rapport aux cellules non infectées et non-traitées (CTRL), uniquement avec les noyaux
cellulaires (couleur bleue), I’infection est nettement visible (couleur verte) dans les cellules
infectées (+ ONNV). Par rapport aux cellules infectées et non traitées (+ ONNV), le traitement
a la chloroguine (+ ONNV + CQ 15 uM) révéle une diminution de I’infection et I’augmentation
de I’expression du marqueur LC3 (couleur rouge). Ces données indiquent que le mode d’action
particulier de la chloroquine, qui favorise 1’accumulation intracellulaire des autophagosomes,

est également opérant dans les cellules HS633T infectées par le ONNV.
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Les effets immunomodulateurs de la chloroquine ont été évalués sur 1’expression des génes
codant pour les récepteurs (MxRa8, RIG-I, MDAS et TLR7), les effecteurs de la réponse des
IFN de type 1 (IRF3, IFN-B, STAT1 et ISG15) et le médiateur pro-inflammatoire CCL2
précédemment étudiés (Fig. 24, ci-apres).

Par rapport aux cellules non infectées et non traitées (CTRL), I’expression génique des
récepteurs impliqués dans la détection virale est significativement augmentée dans les cellules
infectées (ONNV), pour RIG-1 (CTRL : 4,91 + 0,82x10%; ONNV : 3,09 + 0,23x102, **** : p
< 0,0001, FC =6,3) et TLR7 (CTRL : 1,43 + 0,33x103; ONNV : 2,01 + 0,49x1072, *** : p <
0,001, FC = 14,7), mais diminuée pour MDA5 (CTRL : 4,93 + 0,22x10%; ONNV : 6,58 +
0,39x10%, *** : p < 0,001).

Par rapport aux cellules infectées et non traitées (CTRL : 5,17 + 0,49x10°), le traitement aux
deux plus faibles concentrations de chloroquine augmente significativement le niveau
d’expression de MXRAS, de deux fois par rapport aux cellules non infectées et non traitées (FC
=2) (7,5 uM : 1,14 + 0,45x10™, #: p < 0,05 ; 15 uM : 1,32 + 0,13x10%, # : p < 0,05). L effet
remarquable de la chloroquine se manifeste également par la diminution des niveaux
d’expression de RIG-I (#### : p < 0,0001, 1,2 < FC < 2,6) et TLR7 (### : p < 0,001, 2 < FC <
2,3) quelle que soit la concentration utilisée, et par I’augmentation significative du niveau

d’expression de MDAS, a la concentration de 30 pM (2,13 + 0,26x10°, p < 0,0001, FC = 0,4).

Pour les effecteurs de la réponse antivirale, les données illustrent une augmentation significative
du niveau d’expression de IRF3 (CTRL : 1,05 + 0,10x102: ONNV : 2,16 + 0,12x10°3, ** : p<
0,01, FC = 2) et de ISG15 (CTRL : 1,33 + 0,06x10*; ONNV : 2,61 + 0,15x103, * : p < 0,05,
FC = 19,6) et une diminution du niveau d’expression de STATI1 (CTRL : 1,71 + 0,06x10%:
ONNV : 9,62 + 0,81x103, p=0,07, FC < 1), dans les cellules infectées (ONNV), par rapport

aux cellules non infectées (CTRL).

L’effet de la chloroquine est marqué par I’augmentation des niveaux d’expression de IRF3 (## :
p<0,01, FC >2), IFN-B (### : p < 0,001, FC = 13) et ISG15 (# : p < 0,05, FC = 37,4) pour une
concentration supérieure ou égale a 30 uM, tout comme celle de STATL1 & la concentration la
plus faible de 7,5 uM (2,03 + 0,61x107%, ## : p < 0,01, FC = 1,7) et une diminution aux
concentrations intermédiaires de 15 uM (1,12 + 0,17x10%, ### : p < 0,001, FC = 1) et 30 uM
(4,78 + 1,58x102, #: p < 0,05, FC < 0,5).

64



Un potentiel effet anti-inflammatoire de la chloroquine a été enfin examiné, en analysant les
niveaux d’expression génique du marqueur CCL2, par gRT-PCR, sur les cellules HS633T
infectées par le ONNV (MOI 1) et en utilisant la dexaméthasone pour une activité anti-
inflammatoire de référence (Fig. 24, ci-apres). Par rapport aux cellules non infectées et non
traitées (CTRL), I’infection par le ONNV augmente le niveau d’expression de CCL2 (CTRL :
4,43 + 0,89x103; ONNV : 7,45 + 0,41x10%, **** : p < 0,0001, FC = 17) et la chloroquine
exerce un effet inhibiteur, dés la plus faible concentration de 7,5 uM (4,06 + 0,94x1073, #### :
p <0,0001, FC < 3). Enrevanche, aucun effet significatif n’est observé pour la dexaméthasone,

quelle que soit la concentration appliquée (0,125-1 uM).
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Figure 24. Effets antiviral et immunomodulateur de la chloroguine.

Traitement et infection simultanés, CHL 7,5-60 uM ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01,
***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL).
(n=3, test de Bonferroni).

I11. Discussion

La caractérisation de principes actifs contre les alphavirus arthritogéniques nécessite des
modeles biologiques robustes. Pour 1’élaboration d’un modéele in vitro pour I’infection par
ONNV, les cellules HS633T ont été envisagées par rapport au tropisme des alphavirus
arthritogéniques pour les fibroblastes [32,34].
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La permissivité des cellules HS633T au CHIKV a été antérieurement décrite [101]. La
permissivité des cellules HS633T au ONNV a été comparée a celle des cellules souches
mésenchymateuses dérivées du tissu synovial (sSMSC) (Fig. 17), puis le phénotype des cellules
HS633T a été comparé a celui des cellules sMSC (Fig.18). Les résultats révelent une
permissivité plus faible des cellules HS633T a ONNV que celle des sSMSC. Les cellules
HS633T expriment les mémes marqueurs que les cellules SMSC, ce qui confirme leur origine
a partir des cellules MSC. Ces résultats permettent de valider les cellules HS633T comme un
modéle cellulaire fiable pour I’évaluation in vitro de molécules anti-alphavirales. Les résultats
de la cinétique d’infection des cellules HS633T par le ONNV (MOI 1) confirment une
permissivité avec un niveau d’expression de génes viraux déja significatif a 2 h p.i., notamment
pour la protéine-clé E2 qui favorise I’entrée des alphavirus [23] (Fig. 20A). L’infection est
clairement révélée au bout de 24 h p.i., par I’expression significative de tous les génes viraux
¢tudies (E1, E2, capside, nsP2) et confirmée par [’observation des cellules en

immunofluorescence (Fig. 20B).

La réponse immunitaire face a I’infection a €té suivie au travers de I’expression génique des
récepteurs et effecteurs antiviraux, ainsi que du médiateur pro-inflammatoire CCL2. Pour la
détection du ONNV par les cellules HS633T, les données ne permettent pas d’établir ici un role
particulier du récepteur MXRAS, pourtant récemment identifie pour différents alphavirus
(CHIKV, ONNV, RRV, MAYYV) [46,47]. En revanche, I’implication des récepteurs RIG-I et
TLR7 [42,51] est démontrée avec des niveaux d’expression significatifs, respectivement a
compter de 24 et 48 h p.i., alors que I’expression du récepteur MDAS est significativement
diminuée a partir de 24 h p.i. (Fig. 21). L’augmentation de I’expression de RIG-I est conforme
a ’activation de la voie des IFNs de type 1, déja décrite pour ONNV in vivo dans un modele
souris [56]. La mobilisation de la voie des IFNs de type 1 est caractérisée ici par 1’augmentation
significative des niveaux d’expression pour IRF3 a compter de 24 h p.i., pour IFN-B, a 48 h p.i.
et pour ISG15, a compter de 4 h p.i.. En revanche, le niveau d’expression pour STATI, en
diminution progressive a compter de 2 h p.i., pourrait indiquer une stratégie d’échappement
immunitaire de ONNV, comme cela a été déja établi pour d’autres alphavirus, tels que le VEEV
[259], le CHIKYV, le SFV et le SINV [25,97,101,260]. Toutefois, cette observation pour STAT1
n’est pas corrélée avec les niveaux de ISG15. Ce constat peut illustrer la diversité des
mécanismes cellulaires impliqués dans ’expression des ISGs et notamment celle de 1ISG15

[261]. La signalisation pour une réponse inflammatoire développée par les cellules HS633T est
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confirmée par les niveaux d’expression relativement élevés pour CCL2, a compter de 24 h p.i.

(Fig. 21).

Dans les conditions expérimentales ainsi déterminées (MOI 1 et analyses & 24 h p.i.), la
chloroquine a été envisagée comme modéle de molécule antivirale et immunomodulatrice
contre l’infection des cellules HS633T par ONNV, sans toxicité pour la gamme de
concentrations testées (7,5-60 uM). L’activité antivirale de la chloroquine a été observée des la
plus faible concentration utilisée, par I’inhibition de 1’expression des genes viraux (Fig. 22A)
et de la production de nouveaux virions (Fig. 22B). Ces résultats suggerent un mode d’action
de la chloroquine aprés 1’entrée du virus dans les cellules, comme le confirme le suivi du
marqueur LC3 (Fig. 23). La chloroquine permet également de réguler la détection et la réponse
antivirale comme I’indique la diminution des niveaux d’expression des récepteurs et effecteurs
cellulaires (Fig. 24). De manié¢re remarquable, la chloroquine favorise 1’expression génique du
facteur de transcription STAT1 qui était abaissée par I’infection. Ainsi, la restauration de
I’expression de STAT1 par la chloroquine pourrait favoriser 1a réponse cellulaire antivirale,
notamment au travers de la réponse des IFNs de type 1 et la production de diverses ISGs, autres
que ISG15. L’activité antivirale de la chloroquine a été également reliée au mécanisme
d’autophagie en suivant D’expression du marqueur LC3, qui traduit 1’accumulation
d’autophagosomes intracellulaires (Fig. 23) déja établie antérieurement [108]. L’activité
antivirale de la chloroquine est avantageusement complétée par une activité anti-inflammatoire,
qui est observée par la régulation de I’expression génique du médiateur pro-inflammatoire
CCL2 (Fig. 24). La dexaméthasone, glucocorticoide synthétique, a été envisagée pour sa
capacité a réguler les voies de I’inflammation et la production de médiateurs inflammatoires
[262]. Toutefois, elle n’a pas d’activité anti-inflammatoire decelable sur le niveau d’expression
de CCL2 a une concentration (1 uM), pourtant antérieurement décrite comme efficace dans un
modele in vitro d’infection par alphavirus (culture primaire de fibroblaste stimulée avec le PIC)
[263].

Ces résultats ont permis d’établir 1’origine des cellules HS633T a partir de cellules souches
mésenchymateuses, leur permissivité a ONNV, le développement d’une réponse antivirale et
inflammatoire relativement tardive (> 24 h p.i.) de ces mémes cellules et le contréle possible
de I’infection par la chloroquine a différents niveaux, comme cela est représenté en Figure 25,
ci-apreés. Cette étude a ainsi permis de structurer un cadre pour 1’évaluation biologique de

substances naturelles, qui a été envisagée par la suite.
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Figure 25. Effet de la chloroguine sur les réponses immunitaires des cellules HS633T contre
I’infection par le virus O’nyong-nyong.



Chapitre 4. Evaluation in vitro du potentiel
anti-alphaviral d’alcaloides-types (berberine,

matrine et tabersonine)?

Le potentiel anti-alphaviral des alcaloides a été précédemment discuté (Chapitre 2) au travers
des activités antivirales et immunomodulatrices de trois classes structurales (isoquinoléines,
quinolizidines, indoles) dans différents contextes physiopathologiques. Pour vérifier cette
hypothese, trois composés représentatifs de chacune de ces trois classes, respectivement la
berbérine, la matrine et la tabersonine (Fig. 26), ont été évalués avec le modéle in vitro

précédemment développé (Chapitre 3).

= N
Types structuraux
N N
NH

Isoquinoléine Quinolizidine Indole

Alcaloides choisis

Berbérine Matrine Tabersonine

Figure 26. Types structuraux des classes d’alcaloides sélectionnées et alcaloides-types.
I. Approche expérimentale

La non cytotoxicité des trois alcaloides-types pour les cellules HS633T a d’abord été vérifiée

par les tests LDH et MTT, pour une concentration de 10 uM, tout comme celle de la chloroquine

3 Publication associée : Sandenon Seteyen AL, Guiraud P, Gasque P, Girard-Valenciennes E,

Sélambarom J. In Vitro Analyses of the Multifocal Effects of Natural Alkaloids Berberine, Matrine,

and Tabersonine against the O'nyong-nyong Arthritogenic Alphavirus Infection and Inflammation.
Pharmaceuticals (Basel). 2023 Aug 9;16(8):1125.
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a 15 pM, utilisee comme référence. Ces composés ont été ensuite appliqués en co-traitement,
durant 24 h aux cellules HS633T infectées par le ONNV (MOI 1).

L’activité antivirale des composés a été déterminée par la mesure de I’expression des génes
codant pour les protéines virales (E1, E2, nsP2 et capside), avec la méthode qRT-PCR et la
quantification des nouveaux virions, produits par la méthode de réduction des plages de lyse.
La modulation de la réponse antivirale de la cellule-h6te a été également étudiée au travers
I’expression génique des récepteurs (MXRAS8 et RIG-I), des composants de la voie des
interférons de type 1 (IRF3, IFN-B, STAT1 et ISG15), mais aussi des facteurs de I’autophagie
(PI3K et AMPK) qui interviennent dans le contrdle de I’infection virale.

L’activité anti-inflammatoire des trois alcaloides-types a enfin été étudiée en mesurant les
niveaux d’expression génique et/ou protéique des médiateurs de I’inflammation (CCL2, CCLY5,
CXCLS8 et TNF-a), ainsi que 1’expression génique des différents composants des voies de
I’inflammation habituellement mobilisées par les alphavirus (NF-kB, MAPK, STAT3, NRLP3,
Caspase-1 et COX-2).

Les résultats des expériences sont présentés comme la moyenne de trois experiences
indépendantes avec 1’écart-type de la moyenne. La valeur p a été calculée en utilisant le test
Bonferroni de comparaison multiple par rapport aux cellules non infectées et non traitées
(CTRL) [*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001] ou par rapport aux cellules
infectées (ONNV) [#:p <0.05, ##: p <0.01, ### : p < 0.001, #### . p <0.0001]. Les variations
relatives des niveaux d’expression (FC : fold change) ont été calculées par rapport aux cellules

non infectées et non traitées (CTRL).

1. Résultats

1. Cytotoxicité

L’étude de cytotoxicité a éte réalisée par exposition des cellules HS633T pendant 24 h, soit au
ONNV (MOI 1), soit a la chloroguine (15 M), soit encore a chacun des trois alcaloides-types
(10 uM). Les cellules de référence sont des cellules non infectées et non traitées (CTRL). La
toxicité des traitements sur les cellules a été suivie au microscope et par les tests LDH et MTT,

avec les résultats présentés en Figure 27, ci-apres.
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CTRL : cellules non infectées et non traitées

ONNV : cellules infectées et non traitées

CHL : cellules infectées et traitées a la chloroquine a 15 uM
BER: cellules infectées et traitées a la berbérine a 10 uM
MAT : cellules infectées et traitées a la matrine a 10 uM
TAB : cellules infectées et traitées a la tabersonine a 10 uM

Figure 27. Viabilité des cellules HS633T apres infection par ONNV seul ou en co- traitement
avec les alcaloides.

(A) observation microscopique (x200) ; (B) : tests colorimétriques. Traitement et infection
simultanés, CHL 15 uM ; BER, MAT et TAB 10 uM ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p <
0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées
(CTRL). (n=3, test de Bonferroni).

L’observation au microscope (Fig. 27A) révele un changement morphologique des cellules
infectées (ONNV), par rapport aux cellules de contr6le ou traitées (CTRL) et aucune mort
cellulaire n’est révélée dans toutes les conditions appliquées. Les résultats des tests de toxicité

ont confirmé ces observations, par des niveaux comparables de LDH libéré dans le surnageant
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et une activité mitochondriale qui n’est pas affectée, aprés infection ou traitement par rapport
aux cellules-contrdles (CTRL) (Fig. 27B). Les expériences qui suivent ont été alors réalisées
avec le rapport virus/cellules égal a 1 (MOI 1, soit un virus pour une cellule) et une
concentration de 10 uM pour chacun des trois alcaloides-types. A partir des données obtenues
dans le chapitre précédent (Chapitre 3), la concentration choisie pour la chloroquine est de 15
M. Cette concentration est la plus faible ayant permis d’obtenir des résultats pertinents.

2. Réduction de Pinfection

Dans les conditions précédemment énonceées et en utilisant la chloroquine comme molécule
antivirale et immunomodulatrice de référence, les effets de la berbérine, de la matrine et de la
tabersonine ont été étudiés sur I’expression des geénes viraux, par analyses qRT-PCR (Fig. 28A)
et la production de nouveaux virions, par dénombrement des plages de lyse (Fig. 28B).
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Figure 28. Réduction de I’infection par les alcaloides.

(A) Effet sur I’expression des génes viraux ; (B) Effet sur la production de nouveaux virions.
Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; BER, MAT et TAB 10 uM ; ONNV MOI=1.
*:p<0,05, **: p<0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées
et non traitées (CTRL) ou #: p < 0,05, ## : p < 0,01, ### : p < 0,001, #### : p <0,0001 comparé
aux cellules infectées (ONNV). (n=3, test de Bonferroni).
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Comme il a été précédemment établi (Fig. 20), les cellules HS633T sont infectées au bout de
24 h (Fig. 28A), avec une expression significative des genes viraux par rapport aux cellules-
controle (CTRL) et sur des niveaux plus élevés pour E1 et E2 (E1: 1,33 + 0,77x10, ****: p
<0,0001; E2:1,70 +£0,98x102, ***: p < 0,001; capside : 6,13 + 3,54x10°, ***: p < 0,0001 et
nsP2 : 2,35 + 0,24x1073, ****: n < 0,0001).

Par rapport aux cellules infectées et non traitées (ONNV), la chloroquine exerce un effet
remarquable sur les quatre génes viraux dont I’expression est significativement réduite (E1 :
3,76 + 2,17x10%, ### - p < 0,001 ; E2 : 1,00 + 0,58x1073, ### : p < 0,001; capside : 1,60 +
0,92x10°, ## : p < 0,01 et nsP2 : 7,57 + 5,62x10°%, # : p < 0,05). La berbérine, la matrine et la
tabersonine ne réduisent, de maniere significative, que 1’expression des deux génes codant pour
les protéines E1 (berbérine : 1,18 + 0,68x1072, ### : p < 0,001 ; matrine : 5,57 + 3,21x1072, ##
. p < 0,01 ; tabersonine : 3,86 + 2,23x102, ## : p < 0,01) et E2 (berbérine : 3,35 + 1,93x10%,
#### 1 p < 0,0001 ; matrine : 4,59 + 2,65x1073, ## : p < 0,01 ; tabersonine : 6,26 + 3,61x107,
## :p <0,01). En revanche, la matrine augmente le niveau d’expression des génes codant pour
la protéine capside (2,58 + 1,49x10™, #### : p < 0,0001) et pour la protéine nsP2, (5,40 +
0,98x107%,# : p < 0,05). Les effets inhibiteurs de la chloroquine, la berbérine et la tabersonine
se révelent également par la réduction des plages de lyse, contrairement a la matrine (Fig. 28B).
Par rapport aux cellules infectées et non traitées (ONNV : 1,20 + 0,46x108 PFU.mL™?, **** : p
< 0,0001), une réduction de I’ordre de 10* est observée avec la chloroquine (8,21 + 2,13x10*
PFU.mL™, #### : p < 0,0001), de 10% avec la berbérine (9,33 + 3,53x10° PFU.mL™?, #: p <
0,05) et de 10* avec la tabersonine (1,68 + 0,72x10” PFU.mL™, # : p < 0,05).

3. Effets sur la réponse antivirale de la cellule-héte.

Les effets des trois alcaloides-types, sur la réponse antivirale développée par les cellules
HS633T, ont été analysés au travers de I’expression génique des récepteurs cellulaires (MXRAS
et RIG-1) et des composants de la voie des IFNs de type 1 (IRF3, IFN-B, STAT1 et ISG15), qui
ont été précédemment étudiés dans le modéle de I’infection (Fig. 21). Les résultats des analyses

gRT-PCR sont présentés en Figure 29, ci-apres.

Par rapport aux cellules-contréles non infectées et non traitées (CTRL), I’infection par ONNV
augmente de manicre significative ’expression des génes codant pour MXRAS8 (CTRL : 1,75
+0,33x10%; ONNV : 4,13 + 0,24x10% **: p < 0,01, FC = 2,3) et pour RIG-1 (CTRL : 1,49 +
0,13x10%; ONNV : 1,42 + 0,05x10?, ****: p < 0,0001, FC = 9,5).
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Figure 29. Effets des alcaloides sur les composants immunitaires antiviraux.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; BER, MAT et TAB 10 uM ; ONNV MOI=1.
*:p<0,05 **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001 comparé aux cellules non infectées
et non traitées (CTRL) ou #: p < 0,05, ##: p < 0,01, ### : p < 0,001, #### : p <0,0001 comparé
aux cellules infectées (ONNV). (n=3, test de Bonferroni).

Par comparaison avec les cellules infectées et non traitées (ONNV), I’expression de MXRAS
dans les cellules infectées et traitees est significativement réduite avec la chloroquine (2,08
0,55x10, ## : p < 0,01), la berbérine (3,17 + 0,16x10™, # : p < 0,05) et la tabersonine (2,81 +
0,13x10, # : p < 0,05), mais augmente avec la matrine (1,01 + 0,10x1073, #### : p < 0,0001),
avec un niveau d’expression trois fois supérieur a celui des cellules infectées (ONNV). La
chloroquine et les alcaloides étudiés diminuent I’expression de RIG-I (chloroquine : 2,07 +
1,14x10°2, #### . p < 0,001 ; berbérine : 5,09x102 + 0,93x1072, #### : p < 0,0001 ; matrine :
7,81 +0,49%x1072, ### : p < 0,001 et tabersonine : 5,07 + 0,28x1072, ###H - p < 0,0001).

Par rapport aux cellules-contréles non infectées et non traitées (CTRL), I’infection des cellules
HS633T par ONNV augmente de maniére significative 1’expression génique de IRF3
(CTRL : 1,75 +0,33x10% ONNV : 1,95 + 0,46x10™, * : p < 0,05, FC = 9,9), de IFN-B (CTRL:
2,67 +0,52x107°; ONNV: 55,63 + 0,28x10°°, *** : p < 0,001, FC = 2,1) et de 1SG-15 (CTRL :
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3,06 +0,47x10° ; ONNV : 2,61 + 0,65x10* *: p< 0,05, FC = 8,5), mais diminue celle de
STAT1 (CTRL : 8,11 + 0,67x102; ONNV : 7,00 + 2,39x10°3, **** : n < 0,0001, FC = 0,09).
Les traitements chimiques des cellules infectées régulent les effecteurs antiviraux de maniéres
sensiblement différentes. Ainsi, la matrine augmente de maniére significative 1’expression de
IRF3 (2,11 + 0,39x1073, #### : p < 0,0001) et celle de ISG15 (8,41 + 0,18x10™*, #### : p <
0,0001). L expression de IFN-P est augmentée avec la chloroquine (1,76 + 0,22x10™, ### : p <
0,001) ou la berbérine (1,28 +0,16x10, ### : p <0,001), mais elle est diminuée avec la matrine
(1,36 £ 0,19x107°, # : p < 0,05) ou la tabersonine (4,03 + 1,11x10°®, ## : p < 0,01). Aucun des
traitements n’a d’effet sur la diminution de I’expression de STAT]1, causée par I’infection par

le ONNV.

L’autophagie est un processus impliqué dans les infections par les alphavirus, avec un role pro-
ou antiviral qui n’est pas encore défini [264]. L’effet des trois alcaloides-types sur ce processus
a été analysé dans notre contexte par I’expression des genes codant pour les facteurs cellulaires

PI3K et AMPK et les resultats sont présentés en Figure 30.
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Figure 30. Effets des alcaloides sur les facteurs cellulaires de 1’autophagie.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; BER, MAT et TAB 10 uM ; ONNV MOI=1.
*:p<0,05, **: p<0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées
et non traitées (CTRL) ou #: p < 0,05, ## : p < 0,01, ### : p < 0,001, #### : p <0,0001 comparé
aux cellules infectées (ONNV). (n=3, test de Bonferroni).

Dans les cellules infectées et non traitées (ONNV), I’expression de PI3K (CTRL : 2,29 +
0,68x102 ; ONNV : 1,63 + 0,39%x10*, ****: p < 0,0001) et celle de ’AMPK (CTRL : 5,36 +
0,63x1073; ONNV : 6,44 + 0,39x10*, ****: p < 0,0001) sont significativement réduites, par
comparaison avec les cellules-contréles non infectées et non traitées (CTRL). Le traitement a
la chloroquine contrebalance cet effet, comme cela est établi avec 1’augmentation significative

de I’expression génique de PI3K (7,89 + 0,74x103, ## : p < 0,01) et de PAMPK (2,18 *
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0,25x1073, ## : p < 0,01). En revanche, aucun des alcaloides-types n’a d’effet significatif sur
I’expression de PI3K et de AMPK.

4. Effets sur les médiateurs de ’inflammation

Le potentiel anti-inflammatoire des alcaloides-types a été évalué sur les cellules HS633T
infectées par ONNV. L’analyse par qRT-PCR a été effectuée pour I’expression de génes codant
pour les médiateurs pro-inflammatoires CCL2, CCL5 et TNF-a. La sécrétion de ces médiateurs
a été suivie par la méthode ELISA. Les résultats sont présentés en Figure 31.
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Figure 31. Effets des alcaloides sur les médiateurs de I’inflammation.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; BER, MAT et TAB 10 uM ; ONNV MOI=1.
*:p<0,05, **: p<0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées
et non traitées (CTRL) ou #: p < 0,05, ##: p < 0,01, ### : p < 0,001, #### : p <0,0001 comparé
aux cellules infectées (ONNV). (n=3, test de Bonferroni).

Par rapport aux cellules non infectées et non traitées (CTRL), l'infection par ONNV augmente
significativement 1’expression de CCL2 (CTRL : 4,30 % 1,5x10?: ONNV : 1,10x10* +
0,04x10%, ****: p < 0,0001, FC = 2,5), de CCL5 (CTRL : 2,76 + 1,07x10*; ONNV : 1,24 +
0,26x10%3, *: p < 0,05, FC = 4,5) et de TNF-a (CTRL : 3,87 + 0,34x10*; ONNV : 4,12 +
0,25x1073, ****: p < 0,0001, FC = 10,6).
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Par rapport aux cellules infectées et non traitées (ONNV), I’expression de CCL2 est réduite par
la chloroquine (3,40 + 1,06x1073, ### : p < 0,001), la berbérine (5,16 +0,50x1072, ### : p < 0,001)
et la tabersonine (1,30 + 0,32x102, ### : p < 0,001). Ces mémes composés réduisent
significativement (#### : p < 0,0001) I’expression de TNF-a (chloroquine : 3,52 + 0,80x10° ;
berbérine : 5,24 + 0,89x10™ ; tabersonine : 3,04 + 0,13x10*). L’effet de la matrine se singularise
par une augmentation du niveau d’expression de CCL2 (2,90 + 0,59x10%, # : p < 0,05), et une
diminution de celui de TNF-a (5,83 * 1,40x10*, ### : p < 0,0001). L’expression de CCL5
n’est significativement réduite que par la chloroquine (9,90 + 1,42x10°, #: p < 0,05, #:p <
0,05). Seule la sécrétion de CCL5 ou de TNF-a induite par ONNV dans les cellules infectées
est significativement diminuée, respectivement par la berbérine (# : p < 0,05) et par I’ensemble
des composés testés (##H## : p < 0,0001).

5. Effets sur les voies de ’inflammation

Les effets de la berbérine, de la matrine et de la tabersonine sur différentes voies de
I’inflammation ont été étudiés par 1’analyse qRT-PCR de I’expression des génes codant pour
NF-kB, MAPK, STAT3 (voie JAK-STAT), NLRP3/Caspase-1 (voie de I’inflammasome) et
COX-2 (voie des prostaglandines), dans les cellules infectées par ONNV. Les résultats sont

présentés en Figure 32, ci-apres.

Par rapport aux cellules non infectées et non traitées (CTRL), I'infection par ONNV augmente
I’expression de NF-xB (CTRL : 2,11 + 0,51x10° : ONNV : 7,78 + 0,10x1073, *: p <0,05 FC
= 3,7), mais le traitement a la chloroquine diminue significativement son expression (2,22 +
0,85x103, # : p < 0,05) dans les cellules infectées. L’infection par ONNV diminue
significativement 1I’expression de MAPK (CTRL : 4,16 + 0,17x102%: ONNV : 1,25 + 0,81x10
2, ***%:n < 0,0001, FC = 0,3) et la tabersonine atténue de maniére significative cet effet (2,50
+0,14x1072, ### : p < 0,001).

L’infection par le ONNV n’a aucun effet sur I’expression de STAT3 (CTRL : 1,57 £ 0,35x10°
2 ONNV : 6,96 + 0,50x1073). Les traitements a la berbérine (4,47 + 2,57x1073, #: p < 0,05) et
a la tabersonine (1,98 + 0,46x1073, ##: p < 0,01) réduisent de maniére significative son

expression, par comparaison avec les cellules infectées et non traitées.

L’infection par ONNV augmente de manicre significative I’expression de NLRP3 (CTRL : 3,19
+0,36x10%; ONNV : 6,96 + 0,50x1073, *** : p < 0,001, FC = 21,8) et de caspase-1 (CTRL :
2,06 + 0,38x10*; ONNV : 4,35 + 0,54x10*%, * : p < 0,05, FC = 2,1) et le traitement a la
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berbérine accentue cet effet de maniére plus importante pour NLRP3 (1,79 + 0,46x1072, # : p <
0,05) et plus modérée pour caspase-1 (7,35 + 0,37x10*, # : p < 0.05). Le traitement par la
matrine n’affecte que le niveau d’expression de NLRP3, qui est diminué (3,00 £ 0,99x1073, ##
1 p <0,01), alors que le la tabersonine diminue a la fois les niveaux d’expression de NLRP3
(1,52 + 0,33x10°3, ### : p < 0,001) et de caspase-1 (2,13 +0,34x10*, #: p < 0,05), comme cela
est observé avec la chloroquine (NLRP3 : 6,70 + 3,87x10, ### : p < 0,001 ; caspase-1 : 1,34
+0,16x10, ## : p < 0,01). Enfin, I’augmentation de I’expression de COX-2 par I’infection par
ONNV (CTRL : 6,28 + 5,66x10° ; ONNV : 9,37 + 1,63x1072, *** : p < 0,001, FC > 10 000)
est diminuée par les traitements avec la chloroquine (3,76 + 1,80x10, ### : p < 0,001), la
berbérine (1,18 + 0,47x102, ### : p < 0,001) et la tabersonine (3,86 + 0,88x1072, # : p < 0,05),

alors qu’aucun effet n’est observable avec la matrine.
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Figure 32. Effets des alcaloides sur les voies de I’inflammation.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; BER, MAT et TAB 10 uM ; ONNV MOI=1.
*.p<0,05, **: p<0,01, ***: p <0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées
et non traitées (CTRL) ou #: p < 0,05, ##: p < 0,01, ### : p < 0,001, #### : p <0,0001 comparé
rapport aux cellules infectées (ONNV). (n=3, test de Bonferroni).
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I11. Discussion

Fondée sur le potentiel anti-alphaviral des alcaloides (Chapitre 2), cette partie visait a évaluer
les effets anti-alphaviraux de trois alcaloides-types naturellement présents dans les plantes, la
berbérine (isoquinoléine), la matrine (quinolizidine) et la tabersonine (indole), avec le modele

biologique précédemment développé (Chapitre 3).

Les données montrent & nouveau que les cellules HS633T sont infectées par le ONNV (MOI 1)
au bout de 24 h, comme I’illustre 1’expression des génes viraux E1, E2, nsP2 et capside (Fig.
28A\). Les effets des trois alcaloides-types sur I’infection ont ensuite été étudiés. Les protéines
E1 et E2 sont particulierement impliquées pour I’entrée du virus dans la cellule-ho6te [265,266].
Par ailleurs, I’interaction entre les protéines capside et d’enveloppe E1 et E2 est déterminante
pour la libération des nouveaux virons produits lors d’une infection par les alphavirus [267].
Les proteines non-structurales (nsP1-nsP4) interviennent dans la synthese de I’ ARN viral [268],
et la protéine nsP2 est un facteur de virulence capable d’inhiber la voie JAK/STAT dépendante
des IFNs au cours de I’infection par les alphavirus [269]. Les alcaloides étudiés réduisent de
maniére significative 1I’expression des genes codant pour les protéines E1 et E2 dans les cellules
HS633T infectées par le ONNV, mais la matrine augmente significativement 1’expression des
genes pour les protéines capside et nsP2 (Fig. 28A). Ces résultats sont concordants avec le
dénombrement des plages de lyse, dans le cas de I’utilisation de la berbérine et la tabersonine,
qui réduisent de maniere significative la production de nouveaux virions (Fig. 28B) et suggérent
que la chloroquine, la berbérine et la tabersonine interferent probablement sur la réplication

virale.

Cette étude décrit également une réponse immunitaire robuste des cellules HS633T infectées
par le ONNV, comme cela a déja démontré (Chapitre 3) et comme le traduit encore
I’augmentation de I’expression des récepteurs membranaire MXRAS8 [270] et cytosolique RIG-
| [43], impliqués dans la détection du virus. Comme la chloroquine, la berbérine et la
tabersonine diminuent 1I’expression de ces deux récepteurs, tandis que la matrine augmente
I’expression de MXRABS.

L’activation de la réponse antivirale des IFNs de type 1 est établie par I’augmentation de
I’expression de IRF3, IFN-B et de ISG15 dans les cellules infectées. Les alcaloides-types ont
des effets différents sur cette principale voie de la réponse antivirale (Fig. 29). La matrine
augmente I’expression de IRF3 et de ISG15 mais diminue celle de IFN-B dans les cellules

infectées. La chloroquine, la berbérine et la tabersonine n’affectent pas 1’expression de IRF3,
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mais exercent un effet sur I’expression de IFN-B et ISG15. La chlorogquine augmente
I’expression de IFN-B, la berbérine augmente 1’expression de IFN-B, mais diminue celle de
ISG15, alors que la tabersonine diminue 1’expression de ces deux mémes composants. Ces

données suggerent une activation de la voie des IFNs de type 1 indépendante de IRF3.

Les résultats indiquent également que ONNV interfére avec la réponse antivirale associée a
STAT1, comme cela a déja observé in vitro pour le SINV [100] ou le CHIKV [25,101]. La
diminution de I’expression de STAT1 au cours de I’infection par les alphavirus résulte de
I’action de la protéine virale nsP2 sur les mécanismes cellulaires de 1’hote, notamment sur la
voie JAK/STAT [260]. Aucun des composés testés n’est capable de restaurer le niveau
d’expression de STATI dans les cellules HS633T, infectées avec le ONNV.

L’autophagie est un processus d’auto-recyclage intracellulaire par lequel les composés
cytoplasmiques sont dégradés et recyclés grace a la fusion d’autophagosomes et de lysosomes.
Il s’agit d’une voie catabolique qui permet de maintenir 1’homéostasie cellulaire, notamment
dans un contexte de stress [271]. Le processus d’autophagie, médie par les facteurs cellulaires
PI3K et AMPK, participe a la réponse immunitaire innée contre les alphavirus du Vieux Monde
comme cela est illustré pour les CHIKV, RRV et SFV [264]. Cependant, la fonction pro- ou
antivirale de 1’autophagie reste discutable [272,273], comme pour le CHIKV avec son role
essentiel pour la réplication virale dans une étude in vitro [274] et a I’inverse, dans des études
in vitro et in vivo par I’atténuation de 1’apoptose et de la dissémination virale [275]. Les résultats
indiquent que ce processus est désactivé par le ONNV dans les cellules HS633T et qu’il n’est
réactivé que par la chloroquine (Fig. 30). Ces données suggeérent un rdle antiviral de
I’autophagie dans notre cas et sont concordantes avec 1’augmentation de 1’expression du

marqueur LC3 précédemment observée avec la chloroquine (Chapitre 3).

L’inflammation causée par I’infection par les alphavirus arthritogéniques peut entrainer divers
troubles plus ou moins sévéres [276-279]. Cette étude révele également 1’augmentation
attendue des médiateurs de I’inflammation CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES) et TNF-a (Fig.
31). TNF-a et CCL2 sont des médiateurs-clés de I’inflammation, respectivement impliqués
dans la survie des cellules et le recrutement des macrophages, qui sont les premiéres cellules
effectrices de I’immunité [73]. La chimiokine CCL5 participe au recrutement des cellules
immunitaires, notamment les lymphocytes (T, NK) et les cellules dendritiques [74]. Dans les
cellules HS633T infectées par le ONNV, I’expression des médiateurs CCL2, CCL5 et TNF-a
est augmentée. De maniére remarquable, tous les composés ont un effet régulateur sur

I’expression de TNFa aux niveaux génique et protéique. La berbérine et la tabersonine régulent
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I’expression de CCL2, alors que la matrine I’augmente. Les trois alcaloides n’ont pas d’effet
significatif sur ’expression de CCLS5. Ainsi, les alcaloides agissent sur la production des

médiateurs pro-inflammatoires TNF-a et CCL2.

L’effet des alcaloides-types sur les composants des voies de I’inflammation [NF-xB, MAPK,
STAT3 (voie JAK-STAT), NLRP3/caspase-1 (voie de I’inflammasome) et COX-2 (voie des

prostaglandines)] a aussi été examiné.

Le composant STAT3 est impliqué dans la production de plusieurs médiateurs pro-
inflammatoires [280]. L’infection des cellules HS633T par le ONNV n’a révélé aucun effet
significatif sur I’expression de STAT3. Ces résultats contrastent avec ceux de Xu et al., qui ont
décrit la diminution de 1’expression de STAT3 lors de I’infection par le SINV dans cellules
progénitrices neurales humaines (hNPC) [281]. Nos résultats révelent aussi que la berbérine et

la tabersonine diminuent de maniére significative ’expression de ce méme composant.

L’activation de la voie NF-kB participe a I’invasion cellulaire des alphavirus. En effet, elle
favorise la réplication virale dans les neurones matures infectés par le virus Sindbis [282]. Dans
le méme temps, cette voie contribue a la réponse IFNs de type 1 [283] et a la réponse
inflammatoire [284]. Les données sur 1’expression des composants des voies de 1’inflammation
révélent une augmentation de I’expression de NF-kB dans les cellules infectées, que seule la
chloroquine est capable de diminuer. Les alcaloides étudiés n’ont aucun effet sur cette voie dans

les cellules HS633T infectées.

La voie MAPK est impliquée dans plusieurs processus cellulaires comme le cycle cellulaire
(croissance, différenciation, apoptose ou encore survie), mais aussi la réponse inflammatoire
avec la production de cytokines (TNF-a, IL-1) [285]. L’expression de MAPK est augmentée
par le CHIKV dans les cellules humaines d’ostéosarcome (HOS) [148]. Cependant, dans les
cellules hNPC, le virus Sindbis diminue son expression [281], comme observé dans les cellules
HS633T infectées par le ONNV. Seule la tabersonine restaure le niveau d’expression de MAPK
dans les cellules infectées, ce qui souligne particulierement son effet positif sur la réponse

immunitaire engagée contre 1’infection.

La voie de I’inflammasome NLRP3/caspase-1 participe a la réponse immunitaire, notamment
avec la production de médiateurs pro-inflammatoires 1L-18 et IL-1p et I’initiation de la
pyroptose [286]. La pyroptose est un processus de mort cellulaire au cours de laquelle des
molécules pro-inflammatoires sont libérées [287]. L’activation de la voie de I’inflammasome

NLRP3/caspase-1 est aussi associ¢e a la sévérité de 1’infection par alphavirus. Nos données
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révélent I’augmentation de 1’expression de NLRP3 et de caspase-1 par le ONNV (Fig. 32),
comme cela est observé in vivo, au cours d’une infection par le CHIKV [288] et in vitro et in
Vivo, lors d’une infection par le virus Mayaro [289]. Dans les cellules HS633T infectées par le
ONNV, la berbérine augmente I’expression de NLRP3 et de caspase-1, alors que la tabersonine
diminue I’expression de NLRP3 et de caspase-1 et que la matrine ne diminue que celle de

NLRP3. Ainsi, cette voie NLRP3/caspase-1 est affectée différemment selon le traitement
appliqué.

La cyclooxygénase 2 (COX-2) est une enzyme impliquée dans la cascade de I’acide
arachidonique, pour la production de prostaglandines (PG) pro-inflammatoires impliquées dans
les infections virales [290]. Nos données établissent une augmentation du niveau d’expression
de COX-2 dans les cellules HS633T infectées avec le ONNV. Ces résultats sont en adéquation
avec ceux décrits antérieurement par notre laboratoire, avec I’infection au CHIKV dans les
fibroblastes synoviaux humains [291]. Comme la chloroquine, la berbérine et la tabersonine
diminuent 1’expression de COX-2 dans les cellules infectées. Ces résultats établissent la

diversiteé des mécanismes anti-inflammatoires des alcaloides-types.

Comme ceci est résumé en Figure 33, les alphavirus (ici ONNV) utilisent MXRAS8 pour se

fixer et infecter les cellules dérivées de fibroblastes.
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Figure 33. Effets des alcaloides éetudiés sur la réponse immunitaire (antivirale en bleu et
inflammatoire en rose) d’apres [292].

Le virus se réplique ensuite a I’intérieur de cellules et les ARNsb peuvent étre détectés par les
PRR comme RIG-I. L’activation de la voie de signalisation dépendante de RIG-I et MAVS
active les facteurs de transcription comme IRF3 et participe a la production d’TFNs (ici IFN-p).
Les IFNs se fixent a leur récepteur (IFNAR) et activent la voie JAK/STAT et les facteurs de
transcription Stat1/2 pour entrainer 1’expression d’ISG (ici ISG15). L’infection virale entraine
aussi D’expression de cytokines (comme TNF-a) et chimiokines (comme CCL2) pro-
inflammatoires, notamment par les voies NF-kB et MAPK, mais aussi I’expression des
prostaglandines via COX-2. L’inflammasome (NRLP3) participe a ’activation de la caspase-1
et a ’augmentation de la sécrétion de la cytokines canoniques Il-1p. L’autophagie peut moduler
la réplication virale sous le contrdle de deux kinases, PI13K et AMPK. La réponse inflammatoire
peut contribuer a la réponse antivirale, mais aussi aux atteintes chroniques des articulations si
elle est incontrblée. Les alcaloides peuvent moduler differentes étapes de la réponse pro-
inflammatoire et ouvrent un nouvel axe de recherche de molécules anti-alphavirales contre les

infections aigués et chroniques par les alphavirus.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats illustre une réponse immunitaire antivirale et
inflammatoire robuste des cellules HS633T contre I’infection par le ONNV, notamment a
travers la voie des IFNs de type 1 et les voies canoniques de signalisation de 1’inflammation.
La diminution drastique de I’expression de STATI refléte I’échappement du ONNV a la
réponse immunitaire de 1’hdte. L’ensemble de nos résultats établit le potentiel anti-alphaviral
des alcaloides-types étudiés, du controle de I’infection virale a la régulation de la réponse
immunitaire de la cellule-h6te. Pour la recherche de potentiels anti-alphaviraux, cette étude
souligne la nécessite d’une évaluation biologique approfondie, pour un profilage de leurs
activités sur la réponse immunitaire, comme I’illustrent les effets inattendus de la matrine.
Enfin, ces alcaloides-types s’établissent comme squelettes moléculaires (scaffolds en anglais),
pouvant servir de structures de base pour élaborer de potentiels nouveaux médicaments anti-

alphaviraux.
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Chapitre 5. Activités anti-alphavirales

d’extraits de plantes de La Réunion

Les résultats obtenus sur les alcaloides étudiés ont conduit a considérer des especes végeétales
de la biodiversité de La Réunion, susceptibles de renfermer les mémes types d’alcaloides
précédemment étudiés et de présenter des effets identiques ou tout au moins comparables. Des
extraits bruts de trois plantes de La Réunion ont éte alors réalisés et testés contre 1’infection des
cellules HS63TT par le ONNV et leurs potentialités ont été corrélées avec une caractérisation

chimique préliminaire.
I. La biodiversité végétale régionale

1. Les caractéristiques remarquables du milieu

La Réunion est une jeune ile de I’océan Indien dont I’émersion est due a 1’activité volcanique
d’un point chaud géologique il y a un peu plus de 3 millions d’années. La diversité de reliefs,
de sols et de microclimats offre des conditions d’installation originales et remarquables pour la

faune et la flore [293].

La végétation réunionnaise présente une grande diversité avec a ce jour 1889 especes recenséees
dont 48,4% d’espéces exotiques (espéces originaires d’une autre région, introduites
volontairement ou involontairement par I’Homme), 47,5% d’espéces indigénes (especes natives
du territoire, sans intervention humaine) et 4,1% d’espéces cryptogeénes ou cryptogéniques
(especes dont la région d’origine ne peut étre déterminée avec certitude et dont le caractére
indigéne ou exotique est inconnu). Parmi les espéces végétales indigénes, 27,8% sont des

especes endémiques strictes de La Réunion et 17% de la région [294].

Grace a ces spécificités, La Réunion fait partie de I’un des 36 points chauds (« hotspots ») de
la biodiversité mondiale avec d’autres iles frangaises de la zone océan Indien dont Mayotte,
mais aussi les Tles Eparses, Madagascar, Maurice, Rodrigues, les Comores et les Seychelles
[295-297].
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2. Les usages thérapeutiques traditionnels des plantes

Depuis toujours et partout dans le monde, les plantes ou les produits dérivés de plantes sont
largement utilisés pour la santé humaine (aujourd’hui prés de 80% de la population mondiale)

[174,298].

A La Réunion, I’usage des plantes (en décoction, infusion, inhalation, bain et cataplasme) est
un héritage de I’Histoire. Le peuplement original de I’ile avec les populations venues d’ Afrique,
d’Asie, de Chine, de France, d’Inde et de Madagascar a donné naissance a une pharmacopée

traditionnelle locale spécifique [299-303].

Une étude réalisée de décembre 2005 a janvier 2006 par 1’Observatoire du Développement de
La Réunion [304] a révéle que 43% des familles réunionnaises utilisent réguliérement des
plantes pour leurs propriétés thérapeutiques. L’association APLAMEDOM a depuis recensé
prés de 150 plantes locales exploitées couramment dont 25 « utilisées par tous » et qui sont pour
la plupart des especes exotiques [305].

Les especes locales, qu’elles soient médicinales ou non, font 1’objet d une attention particuliere,
notamment depuis I’inscription des premieres especes médicinales, traditionnellement utilisées,
a la Pharmacopée francaise. Entre 2012 et 2016, 22 plantes réunionnaises ont ainsi éeté
reconnues et inscrites sur la liste A des plantes médicinales utilisées traditionnellement. En
2020, 5 plantes supplémentaires ont été inscrites a la liste portant a 27 le nombre de plantes
réunionnaises inscrites a la Pharmacopée francaise [306]. Aujourd’hui les plantes réunionnaises
inscrites a la Pharmacopeée francaise sont au nombre de 31. Depuis les premiéres inscriptions a
la Pharmacopée frangaise, le nombre d’études sur ces especes et plus largement des plantes de

la biodiversité réunionnaise est croissant.

Divers travaux relatifs a 1’étude de la composition chimiques d’extraits végétaux, ainsi qu’a
I’évaluation d’activités biologiques diverses, ont été réalisés. L inscription de ces plantes a la
Pharmacopée frangaise est une réelle avancée, mais I’apport de preuves scientifiques pour
valider leurs usages traditionnels et, de maniere plus globale, d’attester du potentiel

thérapeutique des espéces végétales réunionnaises reste encore insuffisant.

3. Valorisation chimique et biologique des espéces végétales

Depuis plusieurs décennies et dans le cadre de la valorisation de la biodiversité végétale et de

la validation des usages traditionnels, des études phytochimiques et biologiques sont réalisées
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sur les plantes de La Réunion. Malgré I’amplification des travaux sur ces espéces de la flore

locale, aucune d’entre elles n’a débouché sur un développement pharmaceutique.

L’étude des plantes réunionnaises a été engagée au début des années 1990 avec une
caractérisation phytochimique de plus de 300 plantes endémiques ou indigenes de La Réunion,
dans le but d’identifier les grandes classes de molécules présentes [307—309]. Ces travaux
complétent 1’étude ethnobotanique réalisée par le botaniste Roger Lavergne sur les plantes

médicinales de 1’1le prescrites par les tisaneurs [302,310].

Par la suite, a la fin des années 1990, plusieurs études phytochimiques marquantes ont concerné
les especes Embelia angustifolia, Badula barthesia et Melicope borbonica var. borbonica (ex
Euodia borbonica var. borbonica) [311-313], puis de Psiadia dentata et des espéces du genre
Melicope au début des années 2000 [314-318], réalisées par Adsersen et al., (Université de
Copenhague, Danemark). Ces travaux ont conduit dans certains cas a 1’isolement de nouveaux

métabolites secondaires, présentant parfois des activités biologiques.

En 1997, Lund et al., ont isolé trois nouvelles benzoquinones de I’espéce Embelia angustifolia
((2)-2,5-dihydroxy-3-(pentadéc-8-ényl)-1,4-benzoquinone, (Z,2)-2,5-dihydroxy-3-(heptadéca-
8,11-diényl)-l,4-benzoquinone et (Z)-2,5-dihydroxy-3- (heptadéc-8-ényl)-1,4-benzoquinone))
[312]. Ces trois nouvelles molécules, ainsi qu’une autre benzoquinone (rapanone), issue de
Badula barthesia, ont démontré des activités antimicrobiennes et inhibitrices sur I’enzyme de
conversion de I’angiotensine (ACE), a I’aide de tests biochimiques predictifs [311]. En 2001,

Jakobsen et al., ont isolé une nouvelle coumarine dans I’espece Psiadia dentata [315].

Les travaux sur les especes du genre Melicope ont permis d’isoler de nouvelles molécules. En
2002, Simonsen et al., ont isolé trois nouveaux composés, la 3,8-diméthoxy-5,7-dihydroxy-
3’,4’-méthylénedioxyflavone, la 3,6,8-triméthoxy-5,7-dihydroxy-3’,4'-méthylenedioxyflavone
et la 3,6,8,3',4’-pentaméthoxy-5,7-dihydroxyflavone. En 2007, Adsersen et al., ont isolé pour
la premiére fois quatre acétophénones prénylées, la 6-dihydroxy-4-géranyloxyacétophénone, la
4-geranyloxy-2,6,b-trinydroxyacétophénone,2,6-dihydroxy-4-géranyloxy-3-

prénylacétophénone et la 4-géranyloxy-3-prényl-2,6,b-trihydroxyacétophénone [314]. En
2012, H.T. Simonsen a isolé quatre autres derivés d'acétophénone et 1’un de ces composes, la

coodeanone C, a démontré une activité contre Plasmodium falciparum [316].

A partir de la fin des années 1990, les études phytochimiques sur les especes végétales
réunionnaises sont complétées par les premieres évaluations biologiques. En 1997, le profilage

chimique de vingt-quatre especes végétales réunionnaises, encore non étudiées et susceptibles
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de contenir des alcaloides, a été réalisé. Cette étude chimique a été complétée par un criblage
des activités biologiques avec des tests prédictifs d’activités biologiques anticancéreuses,
antimicrobiennes ou antipaludéennes. Les données ont permis de mieux caractériser la
composition chimique d’espéces végétales locales, mais aucune activité biologique

significative n’a été établie [319].

Par la suite, Adsersen et al. ont réalisé un criblage d’activité antihypertensive et diurétique de
quatre-vingts plantes réunionnaises, dont vingt-six utilisées comme remedes antihypertenseurs
et trente-huit comme diurétiques en médecine traditionnelle [320]. Les résultats ont établi une
activité inhibitrice de plusieurs de ces plantes sur I’enzyme de conversion de 1’angiotensine et
ont ainsi permis de valider les usages traditionnels de ces plantes. Ces investigations ont aussi
permis de révéler Dlactivité biologique de plantes non utilisées dans la pharmacopée

traditionnelle.

En 2002, Fortin et al. ont étudié I’activité antivirale de trente-six plantes réunionnaises contre
le virus de I’herpés (HSV-1) et le poliovirus a I’aide de tests prédictifs [312]. Les deux especes
les plus actives contre le HSV-1 sont Obetia ficifolia et Erythroxylum laurifolium. Olax
psittacorum et Psiadia dentata ont présenté des activités inhibitrices contre le poliovirus.

L’espéce Senecio ambavilla a présenté une activité antivirale contre les deux virus [321].

En 2008, Jonville et al. ont évalué, toujours a I’aide de tests prédictifs, les activités
antipaludéenne et cytotoxique de neuf plantes de 1’le [322]. Les especes dont les extraits ont
présenté la meilleure activité antipaludéenne sont Aphloia theiformis et Terminalia bentzoe. En
2011, les activités antipaludéenne, anti-inflammatoire, cytotoxique et anti-proliférative de dix-
neuf plantes ont été évaluées [323]. Psiadia dentata a été décrite pour ses activités
antipaludéennes prometteuses. Les especes Aphloia theiformis, Buddleja salviifolia,
Eupatorium riparium, Hiptage benghalensis, Psiadia arguta, Psiadia dentata, et Scutia
commersonii ont été décrites pour leurs activités anti-inflammatoires a travers I’inhibition de la
production de monoxyde d’azote (NO). Ces travaux ont aussi permis d’établir les effets anti-

prolifératifs des extraits de Geniostoma borbonicum et Nuxia verticillata.

En 2005, C. Poullain a étudié soixante-quinze especes végeétales de la région, a la recherche de
diverses activités biologiques, telles que des activités antioxydantes et anti-radicalaires, des
activités antifongiques, des activités d’inhibition de 1’acétylcholinestérase et des activités
antivirales contre le virus de I’immunodéficience humaine (VIH). En particulier, ’activité

antivirale de ces plantes a été évaluée par la fusion du VIH (particule virale modifiée et produite
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a partir de cellules BHK) a une cellule receveuse (cellules HeLa modifiée exprimant des
récepteurs-clés du VIH) [324]. L’activité anti-radicalaire de trois espéces, Hypericum
lanceolatum, Monarrhenus salicifolius et Ocotea obtusata a été établie avec le test DPPH. Le
test antioxydant avec I’ AAPH a mis en évidence les activités de Melicope coodeana et Philippia
montana. Trois espéces végétales Ruizia cordata, Casearia coriacea et Melicope borbonica ont
présenté des effets antifongiques. Gastonia cutispongia, Hibiscus boryanus, Psiloxylon
mauritianum et Ochrosia borbonica ont présenté les meilleures activités inhibitrices de
I’enzyme de conversion de I’angiotensine. Enfin, les activités antivirales de Hypericum

lanceolatum et Croton mauritianus ont été établies contre le VIH et le CHIKV [325].

En 2011, C. Marodon a réalise ses travaux de thése de pharmacie sur Ayapana triplinervis afin
de mieux caractériser I’espéce (composition chimique, toxicité, mutagénicité) et compléter les

données déja existantes reposant essentiellement sur les usages traditionnels [326].

En 2013, S. Técher a réalisé un criblage d’activité biologique de plantes endémiques ou
indigénes de La Réunion a 1’aide de tests prédictifs a la recherche d’activités antioxydantes,
anti-inflammatoires et antivirales contre le CHIKV [327]. L’espéce Carissa spinarum a
présenté 1’activité cytotoxique la plus significative. Les activités antioxydantes des extraits des
especes Agarista buxifolia et Dryopteris wallichiana et anti-inflammatoires de ceux des espéces
Stillingia lineata et Indigofera ammoxylum ont été etablies. Ces travaux ont aussi permis

d’établir les activités antivirales des extraits de Stillingia lineata contre le CHIKV [328,329].

En 2015, Ledoux et al. ont réalisé une étude phytochimique permettant de démontrer le
potentiel antipaludéen de Zanthoxylum heterophyllum, plante endémique des Mascareignes, a
I’aide de tests prédictifs [330]. En 2018, Zanthoxylum heterophyllum et 63 autres especes
endemiques des Mascareignes ont été étudiées pour leur potentiel antioxydant, antipaludéen et
antiviral contre le CHIKV [331]. Les extraits de Casearia coriacea, Monimia rotundifolia,
Poupartia borbonica, Psiadia retusa, Vernonia fimbrillifera et Zanthoxylum heterophyllum ont
démontré une activité antipaludéenne. Ceux de Aphloia theiformis, Stillingia lineata, Croton
mauritianus, Indigofera ammoxylum, et Securinega durissima ont démontré une activité
antivirale contre le CHIKV. Enfin, les extraits de Bertiera borbonica, Erythroxylon laurifolium,
Erythroxylon sideroxyloides, Indigofera ammoxylum, Poupartia borbonica, Scolopia
heterophylla, Sophora denudata, et Terminalia bentzoe ont présenté des activités
antioxydantes. En 2019, les activités antimicrobiennes et biocides de 20 plantes endémiques ou
indigénes de La Réunion, dont Peperomia borbonensis et Zanthoxylum heterophyllum, ont été

établies contre les tiques Rhipicephalus microplus [332]. En 2022, Chawech et al. ont publié
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une étude portant sur les propriétés antioxydantes de I’extrait aqueux de Hubertia ambavilla,

plante endémique de La Réunion [333].

Par la suite, plusieurs études ont exploré le potentiel antiviral et anti-inflammatoires de divers
extraits végétaux a 1’aide de modéles biologiques plus élaborés. Ainsi, les travaux de thése de
M. Ralambondrainy ont porté sur I’activité biologique des huiles essentielles de citronnelle
(Cymbopogon citratus), de géranium (Pelargonium graveolens) et de vétiver (Vetiveria
zizanioides) de La Réunion, contre le RRV [334]. Ces travaux ont permis de mettre en évidence
I’inhibition de la réplication virale et de la réponse pro-inflammatoire des huiles essentielles

dans les cellules infectées.

M-E. Clain a évalué I’activité antivirale (contre ZIKV et DENV) d’éco-extraits de 7 plantes
médicinales réunionnaises inscrites a la Pharmacopée francaise : Antirhea borbonica, Aphloia
theiformis, Ayapana triplinervis, Dodonaea viscosa, Hubertia ambavilla, Mussaenda arcuata
et Psiloxylon mauritianum [335-337]. Ces travaux ont démontre 1’activité antivirale des extraits

a travers ’inhibition de I’attachement viral.

J. Haddad et al. ont également démontré 1’activité antivirale de 1I’espéce Doratoxylon apetalum

contre ZIKV et DENV en interférant avec I’internalisation du virus [338].

Plusicurs espéces ont aussi été décrites pour d’autres activités, comme Phyllanthus
phillyreifolius [339,340] et Aphloia theiformis [341], ainsi que Antirhea borbonica, Ayapana
triplinervis, Dodonaea viscosa, et Terminalia bentzoe pour leurs activités antioxydantes et anti-

inflammatoires [342].

E. Checkouri a évalué la bioactivité d’extraits riches en polyphénols de huit plantes médicinales
réunionnaises, dans un contexte de maladie cardiovasculaire : Hubertia ambavilla, Ayapana
triplinervis, Dodonaea viscosa, Aphloia theiformis, Hypericum lanceolatum, Pelargonium

graveolens, Syzygium cumini et Psiloxylon mauritianum [343-345].

Les travaux de M. Marimoutou ont permis d’établir les effets antioxydants et anti-
inflammatoire des extraits de Antirhea borbonica, Doratoxylon apetalum et Gouania
mauritiana [346,347]. B. Veeren a décrit les effets néphroprotecteurs (antioxydant, anti-
inflammatoire et anti-fibrosant) des polyphénols présents dans la plante médicinale Antirhea
borbonica [348,349] ; J. Bonneville leurs activités antioxydantes et cytoprotectives [350] ; F.
Le Sage, leurs activités anti-inflammatoires et antioxydantes [351] et J. Tailé leurs effets sur les

dérégulations métaboliques in vivo chez la souris obese [352]. B. Ghaddar a étudié les effets
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protecteurs de Antirhea borbonica et Psiloxylon mauritianum dans un modele in vivo de

maladies métaboliques (surpoids et hyperglycémie) [353].

Jusqu’ici, bien que I’ensemble de ces données souligne I’intérét des plantes réunionnaises
comme antivirales et anti-inflammatoires, hormis les travaux de M. Ralambondrainy [334],
aucune étude approfondie de I’activité biologique des plantes issue de la biodiversité

réunionnaise n’a encore été réalisée pour I’infection par les alphavirus.

Depuis les premieres inscriptions a la Pharmacopée francaise, divers travaux relatifs a 1’étude
de la composition chimique d’extraits végétaux, ainsi qu’a 1’évaluation d’activités biologiques
diverses, ont été réalisés. Cependant, 1’apport de preuves scientifiques pour valider leurs usages
traditionnels et, de maniére plus globale, d’attester du potentiel thérapeutique des espéces
végétales réunionnaises, reste encore insuffisant. La réalisation de travaux de recherche a I’aide
de modeles biologiques adaptés est donc nécessaire pour valider le potentiel thérapeutique de

ces plantes et des molécules qu’elles renferment.

Afin de contribuer, de maniere nouvelle, a la caractérisation des especes vegétales de La
Réunion, il a donc été envisagé de réaliser 1’évaluation biologique d’extraits susceptibles de
contenir les types d’alcaloides choisis pour ces travaux, respectivement Argemone mexicana
Linn pour la berbérine, Sophora denudata Bory pour la matrine et Tabernaemontana
mauritiana Lam. pour la tabersonine. De plus, une étude phytochimique a été entamée, dans la
perspective de caractériser chimiquement ces espéces et notamment de confirmer la présence

d’alcaloides dans leurs extraits.

Il. Les especes végétales étudiees

1. Sélection des especes locales

L’objectif principal était d’évaluer les activités biologiques d’especes végétales susceptibles de
renfermer des alcaloides, afin de pouvoir les comparer a celles observées avec des structures
chimiques de référence (Chapitre 4). Les travaux ont donc été réalisés a partir d’espéces
présentes sur le territoire réunionnais et susceptibles de renfermer les alcaloides précédemment
choisis (berbérine, matrine, tabersonine) et/ou des alcaloides appartenant aux classes

correspondantes (isoquinoléine, quinolizidine, indole).

La berbérine est un alcaloide fréquemment caractérisé dans plusieurs espéces, genres et familles

botaniques. Selon les données de la littérature, a La Réunion, quelques espéces des familles
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Annonaceae (genres Xylopia, Rolliania), Rutaceae (genres Melicope, Zanthoxylum) et
Papaveraceae (Argemone, Bocconia, Papaver) pourraient contenir de la berbérine [354]. Cet
alcaloide est décrit pour une seule espéce envahissante exotique de La Réunion, Argemone
mexicana Linn [355,356]. Si, localement, aucune autre espéce n’est décrite comme susceptible
de renfermer de la berbérine, des espéces appartenant aux genres cités précédemment sont
présentes, comme Xylopia richardii Boivin ex Baill. (Bois de banane) ou Zanthoxylum

heterophyllum (Lam.) Sm. (Bois de poivre).

La matrine ainsi que plusieurs autres alcaloides quinolizidiniques ont été identifies dans les
extraits de diverses especes appartenant au genre Sophora. Celles-ci sont largement étudiées et
utilisées pour traiter différents maux (problémes gastro-intestinaux, hémorroides, hypertension,
...) [357]. A La Réunion, seule ’espéce Sophora denudata Bory est présente. Cette espece

rrrrr

Dans la famille des Apocynaceae, plusieurs especes, comme celles du genre Tabernaemontana,
sont décrites comme contenant principalement des alcaloides indoliques [360-362]. A La
Réunion plusieurs espéces sont retrouvées et notamment I’espéce Tabernaemontana

mauritiana.

Cette étude s’est alors focalisée sur trois espéces locales, Argemone mexicana Linn pour la
berbérine, Sophora denudata Bory pour la matrine et Tabernaemontana mauritiana Lam. pour

la tabersonine.

(a) Données relatives aux especes sélectionnées

Le nombre et la diversité des données de la littérature, concernant les especes
sélectionnées, sont variables, en raison de descriptions plus ou moins approfondies déja
réalisées antérieurement. Si les descriptions botaniques sont précises, les données chimiques,

biologiques et thérapeutiques sont moins fréquentes et varient selon I’espéce.

e Argemone mexicana Linn.

L’espéce Argemone mexicana Linn. appartient a la famille des Papaveraceae et a 1’ordre des
Ranunculales. Il s’agit d’une espece exotique, souvent naturalisée et connue a La Réunion sous
le nom de « Chardon ». Elle est originaire d’Amérique du Sud (Mexique), mais est aujourd’hui
largement répandue dans les régions chaudes (tropicales et subtropicales). A La Réunion, elle
est présente dans les zones séches sous le vent et dans 1’arriére du littoral. Argemone mexicana

est une plante herbacée aux racines fibreuses, avec une tige droite, cylindrique, rameuse
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(composee de petites branches) et feuillée garnie de petites épines (Fig. 34). Ses feuilles ont
une forme allongée, des bords découpés, anguleux et épineux. Les fleurs sont solitaires, jaunes,
terminales et pédonculées (retrouvée au bout d’une tige). Le fruit est une capsule épineuse

allongée et ovoide pouvant renfermer jusqu'a 400 graines [363].

Figure 34. Photos descriptives de 1’espéce Argemone mexicana Linn d’aprés [364].

C’est une plante riche en alcaloides et toutes ses parties sont toxiques. Malgré cela, Argemone
mexicana Linn. est utilisée comme plante médicinale partout dans le monde [355,365,366]. En
2020, ses divers usages en médicine traditionnelle et propriétés étaient décrits au travers de plus
de 109 références [365]. A La Réunion, toute la plante est utilisée, principalement en usage
externe en raison de sa toxicité potentielle. En usage interne, la plante entiere est utilisée pour
éliminer les impuretés du sang, les racines pour soigner les troubles urinaires. En usage externe,
les feuilles sont utilisées pour traiter les hémorroides. Le latex produit par la plante est aussi

utilisé pour éliminer les verrues [367].

En Inde, cette plante est utilisée depuis plus de 5000 ans pour traiter différents maux en usage
interne, tels que les troubles du systéme digestif ou encore les maladies respiratoires, mais aussi
comme analgésique, anti-inflammatoire et antibactérien [365]. Depuis, des travaux de
recherche sont menés pour valider ces savoirs ancestraux (Tableau 4). Argemone mexicana
Linn est surtout décrit pour ses propriétés antibactériennes, antioxydantes et anti-

inflammatoires.
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Argemone mexicana Linn contient principalement des alcaloides,

isoquinoléines comme la berbérine, mais aussi des composes phénoliques [355,356].

Tableau 4. Principales activités biologiques décrites pour Argemone mexicana.

notamment

des

Pa/rﬂe(s) _utlllsee(s) et Composés isolés et/ou identifiés Usages / Activités / Réf.
préparation Effets
Feuilles, tiges, fleurs et fruits Anti-oxydant,
(extraits acétate d’éthyle, antibactérien et [368]
hexane, eau et méthanol) antiviral (VIH)
. Anti-inflammatoire et

Feunlgs, analgésique (in vivo, [369]
(extrait éthanol) souris)
Fruit (fraction acétate d’éthyle Terpenes, flavonoides, alcaloides, tanins, %;i:glr?;toiertea(rm-vivo [370]
réalisé a partir d’extrait brut) glycosides, stéroides rat) '
Plante entiére (extrait méthanol) :(\:Iécz)l r?ﬁg?&?ﬂiﬂ;{gﬁﬁﬁﬂgndIne (2)-6- Antiviral (VIH) [371]
Racines (extrait éthanol) - Antioxydant [372]
Fruits (extraits acétone, Antioxydant et [373]
chloroforme et méthanol) antimutagéne
Feuilles (extraits méthanol, S
chloroforme et éther de pétrole) Antibactérien [374]
Tige (extraits n-hexane,
chloroforme, acétate d’éthyle et Antibactérien [375]
éthanol)
Graines (Extrait chloroforme) Alcaloides et flavonoides Antibactérien [376]
Fruits (Extrait brut méthanol) Antibactérien [377]

xtrait brut éthano ntibactérien
(Extrait brut éthanol) Antibact [378]
(Extrait eau) Antibactérien [379]
Feuilles (extraits acétone, . L.
méthanol, éthanol et eau) Antibactérien [380]
Feuilles, grains et racines
extraits eau, acétone, éthanol e ntibactérien

trait t thanol et Antibact 381
chloroforme)
Parties aérienne et racines Antibactérien et [382]

uiles essentielles antifongique

huil tiell tifongiq
Graines (extrait chloroforme) Stéroides et terpénoides Antibactérien [383]
Extrait méthanol Cytotoxique [384]
Partie aérienne (extrait Alcaloides (N-déméthyloxysanguinarine,
chloroforme) pancorine, (+)-argénaxine, (+)-higénamine, Cytotoxique [385]
(+)-réticuline, angoline et chélérythrine)

Extrait éthanol Antitumoral [386]
Feuilles (extrait méthanol) Antitumoral [387]
Partie aérienne (extrait eau) Anti-diabétique [388]
Partie aérienne (extrait hydro- S
alcoolique) Anti-diabétique [389]
Feuille (poudre) Anti-hépatotoxique [390]
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Tableau 4. Suite et fin.

L v Anti-hépatotoxique (in
Extrait acétate d’éthyle vivo, rat) [391]
Feuilles (extrait éthanol et Anxiolytique (in vivo, [392]
extrait enrichi en alcaloides) rat)

e Sophora denudata Bory

Sophora denudata Bory est une espéce appartenant a la famille des Fabaceae et a ’ordre des
Fabales [294,393,394]. Sophora denudata Bory est connue a la Réunion sous le nom de « Petit
tamarin des hauts », « Tamarin blanc des hauts » ou encore « Tamarin rouge des Hauts », sans
doute a cause de la ressemblance de ses feuilles avec celles du « Tamarin des Hauts » (Acacia
heterophylla) [393]. C’est une espéce endémique de La Réunion, classée « en danger » [395]

et protégée par I’arrété ministériel du 27 octobre 2017.

Cette espece est présente dans les foréts de moyenne altitude, a partir de 1400 m d’altitude.
Sophora denudata est un petit arbre de 3 a 10 m de haut avec un tronc tortueux (Fig. 34). Ses
feuilles de couleur gris-bleuté sont constituées de 7 a 15 paires de folioles alternées. Les
inflorescences forment des grappes de 8 a 16 fleurs jaunes dorées ayant des parties sexuées
hermaphrodites. Les fruits sont des gousses indéhiscentes recouvertes de duvet et ornées de 4

ailes crénelées [393].

Figure 35. Photos descriptives de I’espéce Sophora denudata d’apres [364].

Le genre Sophora regroupe une cinquantaine d’espéces, principalement présentes en Eurasie et
Amérique du Nord, mais aussi en Amérique du Sud, Pacifique, Australie et océan Indien

(régions et foréts tropicales avec saison séche). Plusieurs espéces sont présentes dans les
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Mascareignes. Les alcaloides quinolizidiniques sont les principales molécules actives produites
par les espéces du genre Sophora, mais des flavonoides, prénylés ou non et des isoflavonoides
sont également présents [357]. La présence d’alcaloides, notamment la matrine et I’oxymatrine
chez Sophora denudata Bory, a déja été détectée lors d’un criblage phytochimique réalisé sur
la poudre de la plante, a I’aide de réactifs de détection caractéristiques des alcaloides
[308,309,319]. Ceci a été récemment confirmé par des travaux réalisés au sein du laboratoire
Chembiopro [358]. D’autres espéces du genre Sophora présentent des activités intéressantes,
indiquées dans le Tableau 5 : Sophora flavescens, S. victifolia, S. japonica, S. pachycarpa, S.

moorcroftiana.

L’usage d’espéces du genre Sophora est trés répandu dans le monde, notamment pour des
propriétés anti-inflammatoire, antioxydante, antibactérienne, antifongique et antivirale [357].
A La Réunion, peu d’usages sont cités pour Sophora denudata Bory, I’espéce étant a priori
utilisée pour traiter des maladies de la peau, voire le cancer de la peau [310]. Les espéces du
genre Sophora sont largement utilisées traditionnellement. Par exemple dans la médecine
traditionnelle chinoise, S. flavescens, S. tonkinensis et S. alopecuroides sont régulierement
utilisées pour soigner différents maux comme la fiévre, la dysenterie, 1’asthme, ou encore les

problémes de peau tels que I’eczéma ou les brilures [396].

Tableau 5. Principales activites biologiques décrites pour des especes du genre Sophora.

Espéces Par tie(s) _ut|I|see(s) et _Compc_)§es Isolés et/ou Usages / Activités / Effets | Réf.
préparation identifiés
Feuilles (extraits Antihypertensif et [320]
acetone, éthanol, eau) antidiurétique
Feuilles et graines
dS gnpuhdcgtaa (extrait dichlorométhane Anti-oxydant [397]
et méthanol)
Ecorce (extrait acétate Acaricide, antibactérien,
d’éthyle) antioxydante [331,332]
. Antioxydant, anti-
(Eer)](ttlfarii acétate d’éthyle) inflammatoire,
Y antidiabétique
Extrait eau Anti-inflammatoire
Antioxydant, activité [357]
Soph Racines immunomodulatrice,
ophora cytotoxique
flavescens Racines (extrait acétat
acines (extrait acétate C o
déthyle) Anti-diabétique
Racines (extrait eau- .
éthanol) Antitumorale [398]
Racines (eau-acide Alcaloide ((+)-12a- Anti-HBV [399]
sulfurique) hydroxysophocarpine)
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Tableau 5. Suite et fin.

Partie(s) utilisée(s) et Usages / Activités /

Espéces préparation Composés isolés et/ou identifiés Effets Réf.
Sophora Alcaloides (anagyrine, oxymatrine Anti-RSV [400]
flavescens et sophoranol)
Sophora .
victifolia Fleurs Anti-oxydant [357]
Racines (extrait .
méthanol) Cytotoxique [357]
_Sopho_ra Fleurs (huile essentielle) Antibactérien [357]
japonica
Fleurs (extrait éthanol) Anti-diabétique [357]
Racines (extraits acétate
Sggﬂogzr o | déthyle, Antiproliférative [357]
pachycarp dichlorométhane)
Parties aériennes (extrait S
éthanol) Antibactérien [357]
Graines (extrait éthanol) Antiparasitaire [357]
Sophora

moorcroftiana . P
Antitumorale (in vivo,

Graines (extrait éthanol) souris) [401]
Graines (extrait éthanol) Antitumorale [402]
tS c?r?k?ﬁtreﬁ sis Alcaloide (de type matrine) Antivirale [403]
Composé phénolique Antimicrobien [404]
(sophoraflavanone G)
Sophora Composés phénoliques o _
exigua (kurarinone, sophoraflavanone G | Antimicrobien [405]

et kuraridine)

Composés phénoliques
(kuraridine, sophoraflavanone D Antimicrobien [406]
et sophoraisoflavanone A)

e Tabernaemontana mauritiana Lam.

L’espéce Tabernaemontana mauritiana Lam. appartient a la famille des Apocynaceae et a
I’ordre des Gentianales. Elle est connue sous le nom de « Bois de Lait » ou « Petit Bois de
Lait » en raison de la richesse en latex de ses tissus végétaux. C’est une espece indigene et
endémique des Mascareignes (Maurice et La Réunion), classée quasiment en danger et présente

en région humide ou séche, a basse altitude [395,407,408].

Tabernaemontana mauritiana Lam. est un arbuste a ramifications dichotomiques de 4 a 5 m de

hauteur, avec un tronc de 20 cm a 30 de diametre couvert d'une écorce rugueuse (Fig. 35). Les
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feuilles sont simples, opposées, entieres et pétiolées. Le limbe est elliptique, obtu, aigu a
acuminé (pointe fine et allongée) au sommet, en coin, arrondi ou parfois décurrent a la base. La
nervure médiane blanche, plate a canaliculée en dessus est proéminente en dessous. Les
nervures latérales paralléles sont plus ou moins saillantes sur les deux faces. Les inflorescences
sont en cymes axillaires. Les fleurs sont bisexuées blanches a jaunatres et odorantes. Les pétales
sont fusionnés en tube puis divisées en une étoile & 5 branches sinueuses. Les fruits sont

composeés de deux follicules verts et lisses, contenant de nombreuses graines brunes [407].

Figure 36. Photos descriptives de 1’espéce Tabernaemontana mauritiana [364].

Les especes de la famille des Apocynaceae sont genéralement caractérisees par la présence
d’alcaloides, notamment indoliques. Le genre Tabernaemontana regroupe plus de 100 espéces,
renfermant des alcaloides, principalement indoliques, mais aussi des lactones
sesquiterpéniques, des stéroides et des flavonoides [409]. L’espéce Tabernaemontana
mauritiana a déja été décrite comme plante a alcaloides [309] et était utilisée auparavant contre
la blennorragie, la dysenterie, ou encore comme vermifuge et astringent [410,411]. Plusieurs
especes du genre Tabernaemontana ont démontré des potentiels activités biologiques présentés

dans le Tableau 6, ci-apreés.
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Tableau 6. Activités biologiques décrites pour des especes du genre Tabernaemontana.

Espéce Par tie ut!llsee et Composés isolés Usages / Activités / Effets | Réf.
préparation
Tabernaemontana Partie aérienne Alcaloides (16-épi-affinine, Anticholinestérase [412]
catharinensis (extrait éthanol) coronaridine-
hydroxyindolénine,
voachalotine, voacristine-
hydroxyindolénine, 12-
méthoxy-N-méthyl-
voachalotine, dérivé de
voacristine ou voacangine)
Tabernaemontana Extraits bruts de Antibactérien [360]
divaricata feuilles, d’écorce et
de fleurs
Fleurs, feuilles, Alcaloides (19,20- Anticholinestérase [413]
écorce, racine dihydrotabernamine, 19,20-
dihydroervahanine A,
conodurine, et
tabernaélégantine A)
Tabernaemontana Fievre, hypertension, [414]
ventricosa cicatrisation
Feuilles, tiges et Antioxydant
exsudat de latex
(extraits
chloroforme extrait
méthanol)
Tabernaemontana Racine (décoction) Anti-douleur et anti-
pandacaqui inflammatoire
Tige (extrait Anti-inflammatoire, [415]
alcoolique et antipyrétique et
fraction alcaloides antinociceptif (in vivo)
totaux)
Tabernaemontana Extrait éthanolique Analgésique et [416]
ventricosa et antipyrétique
Tabernaemontana
pandacaqui
Tabernaemontana Racine Alcaloides (drégamine et Antimicrobien [417]
elegans voacangine)

I11. Traitements du matériel végétal

1. Collecte et échantillonnage du matériel végétal

Pour les trois especes étudiées, la matiere végétale a été récoltée sur plusieurs sites de 1’ile et
botaniquement identifiée par le Pr Dominique Strasberg de ’'UMR PVBMT (Peuplement
Végétaux et Bioagresseurs en Milieu Tropical) de I’Université de La Réunion. Un échantillon

de chaque espece a été déposé a I’Herbier de I’Université. Les plantes ont été séchées puis
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broyées (la plante entiére pour A. mexicana et seulement les feuilles pour S. denudata et T.
mauritiana), afin de permettre le traitement ultérieur de poudres végétales. Les détails de
collecte et d’échantillonnage de la mati¢re végétale sont précisés en Méthode 9 de la partie
« Mateériel et Méthodes ».

Les poudres végétales obtenues ont, par la suite, été extraites a 1’aide de deux méthodes, afin

d’obtenir leurs extraits bruts éthanoliques et extraits alcaloides totaux.

(a) Extraits bruts éthanoliques

Les extraits bruts éthanoliques ont été réalisés a 1’aide d’un extracteur de type Soxhlet, au
laboratoire Chembiopro. 11 s’agit d’une extraction a chaud, a la température de reflux du
solvant. La redistillation en continu du solvant permet d’extraire la matiere végétale, contenue
dans une cartouche, par percolation avec du solvant renouvelé et, parallelement, de concentrer,
dans le ballon, un résidu extractif liquide progressivement concentré. L’extraction a été
conduite avec 750 mL de solvant pendant 3 heures. La méthode utilisée est détaillée dans la
partie « Matériel et Méthodes », Méthode 10.

Tableau 7. Bilan des extraits bruts éthanoligues.

Espéce Partie utilisée | Masse initiale /Maslse, Rendement
récupérée
Argemone mexicana Plante entiére 3,05¢ 10,1%
Sophora denudata 30¢g 149 4,7%
Feuilles
Tabernaemontana mauritiana 5,059 16,8%

(b) Extraits « alcaloides totaux »

Du fait de leurs propriétés physico-chimiques diverses, les alcaloides peuvent étre extraits selon
différentes procédures, la plupart d’entre elles étant fondées sur les propriétés particulieres de
ces composés. De maniére géneérale, les formes bases libres sont solubles dans les solvants
organiques, tandis que les formes salines sont hydrosolubles. A partir des extraits bruts
¢thanoliques réalisés, un second type d’extraction a été effectué pour obtenir des extraits

« alcaloides totaux » des trois especes.

La réalisation d’une extraction d’alcaloides peut étre perturbée par la formation d’émulsions a
cause de la présence de composeés tels que les graisses, les cires, les terpenes, les pigments ou
encore les substances lipophiles. Ainsi, une étape de « délipidation » a 1’aide de solvants

apolaires est parfois nécessaire avant 1’extraction « alcaloides totaux ». L’acétate d’éthyle a été
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alors utilisé pour diminuer la quantité de composés apolaires dans la matiere végétale a extraire.
L’extraction « alcaloides totaux » des végétaux est fondée sur la basicité des alcaloides ainsi
que leur presence sous forme de sels au sein des plantes. Les bases sont en général peu ou non
hydrosolubles, mais solubles dans les solvants organiques apolaires et les alcools de titre élevé.
Gréace a leur basicité, les alcaloides peuvent former des sels avec des acides qui sont eux
solubles dans I’eau et les alcools dilués et insolubles dans les solvants organiques. L’extraction
« alcaloides totaux » peut étre réalisée en milieu basique ou acide. En milieu alcalin, les bases
sont libérées de leur combinaison saline, puis solubilisées dans un solvant organique, chloré par
exemple. L’extrait est ensuite concentré par évaporation du solvant. En milieu acide, une
solution aqueuse acide est utilisée pour faire passer tous les alcaloides a 1’état de sels solubles
de I’acide employé¢. Les alcaloides sont ensuite libérés par alcalinisation de la solution et extraits

avec un solvant organique. L’extrait est ensuite concentré par évaporation du solvant [170].

Dans cette étude nous avons d’abord resolubilisé 1’extrait dans une solution aqueuse diluée
d’acide sulfurique, puis procédé aux étapes successives de « délipidation » a I’aide de I’acétate
d’éthyle (AcOEt) et d’alcalinisation avec une solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium
(NaHCO3). La solution a ensuite été desséchée a 1’aide d’une solution de sulfate de magnésium
(MgSO0.), filtrée et concentrée par évaporation. La méthode utilisée est détaillée dans la partie
« Matériels et Méthodes », Méthode 11.

Tableau 8. Bilan de rendement massique des extraits « alcaloides totaux » (AT)

Masse d’extrait ] ]
Espéce o Masse d’extrait AT final Rendement
EtOH initial
Argemone mexicana 29 240 mg 12%
Sophora denudata 1,39 19,5mg 1,5%
Tabernaemontana mauritiana 39 20,9 mg 0,7%

IVV. Evaluation biologique des extraits végétaux

L’évaluation des activités biologiques d’intérét des extraits bruts éthanoliques et « alcaloides
totaux » des trois plantes précédemment étudiées a €té réalisée. Pour cela, les extraits ont été
évaporés puis remis en solution dans du DMSO aprés avoir Vvérifié au préalable sa non

cytotoxicité sur les cellules.

La tolérance des cellules HS633T aux extraits réalisés a d’abord été étudiée par les tests LDH
et MTT. Les extraits bruts végétaux ont ensuite été appliqués en co-traitement pendant 24 h aux
cellules HS633T infectées avec le ONNV a une MOI 1.
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Le potentiel antioxydant a été par les tests de Folin-Ciocalteu et ORAC. L’activité antivirale
des composés en mélange dans I’extrait a été déterminée par la mesure de I’expression des
genes codant pour les protéines virales d’intérét (E1, E2, capside et nsP2) avec la méthode qRT-
PCR. La modulation des réponses antivirale et inflammatoire de la cellule-h6te a été également
étudiée au travers de I’expression des génes codant pour les récepteurs (MXRAS, RIG-I), les
composants de la voie des interférons de type 1 (IRF3, IFN-f et ISG15), les acteurs du processus
d’autophagie (PI3K, AMPK) et les acteurs de I’inflammation (CCL2, CCLS5 et TNF-a, MAPK,
STATS3, NLRP3 et Caspase-1), déja étudiés dans les chapitres précédents.

Les résultats des expériences sont présentés comme la moyenne de trois expériences
indépendantes + erreur standard de la moyenne. La valeur p a été calculée en utilisant le test
Bonferroni de comparaison multiple par rapport a la quercétine [$: p < 0,05 et $$$$: p <
0,0001] ; aux cellules non traitées (CTRL) [*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p <
0,0001] ou aux cellules infectées (ONNV) [# : p < 0,05, ## : p < 0,01, ##4# : p < 0,001, ####
p < 0,0001]. Les variations relatives des niveaux d’expression (FC : fold change) ont eté

calculées par rapport aux cellules non infectées et non traitées (CTRL).

1. Activité antioxydante

Au cours d’une infection virale, la balance rédox est affectée et son contrdle permet de limiter
I’infection au sein de la cellule, en maintenant les fonctions intracellulaires intactes [418]. Le
test de Folin-Ciocalteu a été utilisé pour doser la quantité de composés phénoliques contenus,
exprimée en « micromolaire équivalent acide gallique » (uM AGE) dans chacun des extraits,
et le test ORAC pour évaluer le potentiel antioxydant, exprimé en « micromolaire équivalent
Trolox » (uM equiv. Trolox) des échantillons a une concentration de 10 uM AGE. Ces
méthodes sont détaillées dans le « Matériel et Méthodes », Méthodes 7 et 8. Les résultats sont
présentés dans le Tableau 9, ci-aprés. La quercétine, compose phénoligue, a été utilisée comme

antioxydant de référence.

Le test de Folin-Ciocalteu met en évidence des teneurs variables de composés phénoliques pour
les extraits étudiés, avec les extraits AT qui présentent les valeurs plus élevées que les extraits
Eth. Les valeurs obtenues ont permis de définir une concentration d’extrait a utiliser pour les
tests biologiques, soit 10 uM AGE de composés phénoliques. D’aprés le test ORAC, seul
I’extrait éthanolique de Sophora denudata (110,24 £ 2,37 uM éq. Trolox) présente un pouvoir

anti-oxydant comparable a celui de la quercétine (111,75 + 1,22 uM ég. Trolox).
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Tableau 9. Potentiel anti-oxydant des extraits réalisés
(Eth : extrait brut éthanolique ; AT : extrait « alcaloides totaux »). $$$3$ : p < 0,0001 comparé
a la quercétine. (n=3, test de Bonferroni).

Echantillon Folin ORAC
(UM équivalent acide gallique) (UM équivalent Trolox)
Quercétine - 111,75+ 1,22
A. mexicana (Eth) 314,04 +£11,54 44,05 + 1,73%%%
A. mexicana (AT) 388,96 + 11,03 28,64 + 0,89%%
S. denudata (Eth) 1077,72 £ 33,70 110,24 £ 2,37
S. denudata (AT) 2158,23 + 227,16 88,70 + 0,57%%
T. mauritiana (Eth) 972,53 + 33,23 58,88 + 2,34%%
T. mauritiana (AT) 6213,94 + 371,17 65,55 *+ 2,45%%

2. Cytotoxicité

Une étude de cytotoxicité a été effectuée sur une durée de 24 h sur les cellules HS633T, pour
le ONNV a une MOI 1, la chloroquine a une concentration de 15 uM et les extraits bruts
éthanoliques et « alcaloides totaux » a une concentration de 10 et 5 uM AGE pour Argemone
mexicana et de 10 uM AGE pour Sophora denudata et Tabernaemontana mauritiana. La
cytotoxicite a été déterminée par microscopie et par les tests LDH et MTT. Les résultats sont

présentés en Figure 37, ci-apres.

Par rapport aux cellules-contrbles non infectées et non traitées (CTRL), I’observation en
microscopie (Fig. 37A) révele un changement morphologique pour les cellules infectées
(ONNV) et les cellules infectées et traitées avec les extraits d’Argemone mexicana Eth et AT a
une concentration de 10 uM AGE. En effet, pour ces conditions une importante mort cellulaire
est observée. Avec une concentration réduite a 5 uUM AGE pour ces deux extraits, aucun
changement morphologique ou mort cellulaire n’a été observé. Les tests LDH et MTT ont été
alors réalisés avec les concentrations tolérables de chaque extrait avec les résultats présentés
Fig. 37B. Le test LDH ne révele aucune toxicité du virus ou des extraits appliqués sur les
cellules infectées. En revanche, le test MTT met en évidence une diminution significative de
I’activité mitochondriale pour les extraits d’Argemone mexicana Eth et AT et de Sophora
denudata AT (*: p < 0,05). Pour la suite des expérimentations, la chlorogquine a été alors
appliquée a une concentration de 15 pM, les extraits d’Argemone mexicana a une concentration
de 5 uM AGE et les extraits de Sophora denudata et Tabernaemontana mauritiana a une
concentration de 10 uM AGE.
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CTRL : cellules non infectées et non traitées

ONNV : cellules infectées et non traitées

CHL : cellules infectées et traitées a la chloroquine a 15 uM
Eth : extrait éthanolique

AT : extrait « alcaloides totaux »

A.mexicana : Argemone mexicana

S.denudata : Sophora denudata

T.mauritiana : Tabernaemontana mauritiana

Figure 37. Viabilité des cellules HS633T aprés infection par ONNV ou traitement par les
extraits de A. mexicana, S. denudata et T. mauritiana.

(A) : observation microscopique ; (B) : tests colorimétriques. Traitement seul, CHL 15 uM ;
extraits A. mexicana 5 uM AGE et extraits S. denudata et T. mauritiana 10 uM AGE ; ONNV
MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non
infectées et non traitées (CTRL) ou#: p < 0,05, ##: p < 0,01, ### : p < 0,001, #### : p < 0,0001
compareé aux cellules infectées (ONNV). (n=3, test de Bonferroni).
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3. Effets des extraits sur I’expression des génes viraux

En utilisant la chloroquine comme référence, les effets des extraits végétaux ont été étudiés sur

I’expression des génes viraux, par gRT-PCR, avec les résultats présentés en Figure 38.
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Figure 38. Effets des extraits de A. mexicana, S. denudata et T. mauritiana sur I’expression des
genes viraux.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; extraits A. mexicana 5 uM AGE et extraits S.
denudata et T. mauritiana 10 uM AGE ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <
0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL) ou # : p <
0,05, ## : p < 0,01, ### . p < 0,001, #### : p < 0,0001 comparé aux cellules infectées (ONNV).
(n=3, test de Bonferroni).

Comme cela a déja démontré précédemment (Chapitres 3 et 4), les cellules HS633T sont
infectées au bout de 24 h, ceci étant révélé ici par I’expression significative des génes viraux
(E1:1,33+0,77x10%, ****: p < 0,0001 ; E2: 1,70 + 0,98x1072, ***: p < 0,001 ; capside : 6,13
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+ 3,54x107°, ***: p < 0,0001 ; nsP2 : 2,35 + 0,24x1073, ****: p < 0,0001), par rapport aux
cellules-controles (CTRL).

L’effet de la chloroquine sur 1’expression des génes viraux Se traduit par la diminution de
’expression des génes codant pour les protéines virales (E1: 3,76 £2,17x10™; #### : p < 0,001;
E2:1,00 +0,58x1073, ### : p < 0,001; capside : 1,60 + 0,92x107°, ## : p < 0,01 ; nsP2 : 7,57 +
5,62x10°%, #: p < 0,05). Tous les extraits testés réduisent de maniére significative I’expression
du géne codant pour la protéine virale E1 (A. mexicana Eth : 3,93 + 2,27x1073, #### : p <
0,0001 ; A. mexicana AT : 2,70 + 1,56x1073, #### : p < 0,0001 ; S. denudata Eth : 3,27 +
1,89x1073, ##HH . p < 0,0001 ; S. denudata AT : 1,16 + 0,67x102, ##H : p < 0,0001 ; T.
mauritiana Eth : 7,09 + 4,09x1073, #### : p < 0,0001 ; T. mauritiana AT : 6,38 + 3,69x1073,
#### . p < 0,0001). Pour I’expression du géne viral E2, I’extrait « alcaloides totaux »
d’Argemone mexicana (1,95 + 9,83x10°3, #### : p < 0,0001), les extraits bruts éthanoliques de
Sophora denudata (5,34 + 3,08x1073, ## : p < 0,01) et Tabernaemontana mauritiana (4,97 +
2,87x10°3, ##: p < 0,01) la réduisent de maniére significative. L’expression du géne codant
pour la capside n’est significativement diminuée que par 1’extrait brut éthanolique d’Argemone
mexicana (1,53 + 0,88x10°, ### : p <0,001). A I’inverse, I’extrait brut éthanolique de Sophora
denudata augmente significativement cette expression (1,98 * 1,14x10%, ### : p < 0,001).
L’expression du géne codant pour la protéine nsP2 est diminuée avec les extraits (A. mexicana
Eth: 1,95 + 0,54x10, #### : p < 0,0001 ; A. mexicana AT : 4,41 + 0,58x10*, #HH : p <
0,0001 ; S. denudata Eth: 1,24 + 0,27x1073, ##: p < 0,0001 ; T. mauritiana Eth : 8,61 +
0,45x107, #### : p < 0,0001), exceptés les extraits « alcaloides totaux » de Sophora denudata
et Tabernaemontana mauritiana qui augmentent son expression (S. denudata AT : 4,99 +
1,45%x103, # : p < 0,05 ; T. mauritiana AT : 7,58 + 0,32x10°3, ### : p < 0,0001).

4. Effets des extraits sur la réponse antivirale

Les effets des extraits ont été évalués sur la réponse antivirale a travers I’analyse par gRT-PCR
de I’expression des genes précédemment identifiés comme acteurs de la réponse
antivirale (MXRAS, RIG-I, IRF3, IFN-B et ISG15), avec les résultats présentés en Figure 39,

ci-apres.

Par rapport aux cellules-controles (CTRL), I’infection par ONNV augmente de maniére
significative ’expression de MXRAS (4,13 + 0,24x10*, **: p < 0,01) et de RIG-I (1,42
0,05x107%, ****: p < 0,0001). Par comparaison avec les cellules infectées et non traitées

(ONNV), l’expression de MXRAS8 est significativement réduite par le traitement a la
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chloroquine (CHL : 2,08 + 0,55x10, ##: p < 0,01), ou avec tous les extraits, avec des FC
inférieurs a 1 (A. mexicana Eth : 3,36 = 0,70x107, #### : p < 0,0001 ; A. mexicana AT : 6,98
+ 0,72x10°, #### : p < 0,0001 ; S. denudata Eth : 4,91 + 3,06x10°, #### : p < 0,0001 ; S.
denudata AT : 7,38 + 2,61x10°, ### : p < 0,0001 ; T. mauritiana Eth : 3,65 + 0,92x107,
#### : p < 0,0001 ; T. mauritiana AT : 1,36 + 0,42x107, #### : p < 0,0001).
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Figure 39. Effets des extraits de A. mexicana, S. denudata et T. mauritiana sur les composants
de la réponse antivirale.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; extraits A. mexicana 5 uM AGE et extraits S.
denudata et T. mauritiana 10 uM AGE ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <
0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL) ou # : p <

0,05, ## : p < 0,01, ### . p < 0,001, #### : p < 0,0001 comparé aux cellules infectées (ONNV).
(n=3, test de Bonferroni).

L’expression réduite de RIG-I est établie par tous les traitements appliqués (CHL : 2,07 £
1,14x1072, ##H#H# 1 p < 0,0001, FC = 1,4 ; A. mexicana Eth : 4,70 + 1,06x1072, #### : p < 0,0001,
FC =3,1; A. mexicana AT : 1,36 + 0,19x1072, #### : p < 0,0001, FC = 0,9 ; S. denudata AT :
3,74 + 0,42x10°2, ##HH  p < 0,0001, FC = 2,5 ; T. mauritiana Eth : 3,67 + 0,53x1072, ##HH : p
< 0,0001, FC = 2,5; T. mauritiana AT : 2,04 + 0,07x1072, #### : p < 0,0001, FC = 1,4), sauf
dans le cas du traitement avec 1’extrait brut éthanolique de Sophora denudata, qui ne donne pas
de résultat significatif.
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Par comparaison avec les cellules-contrdles (CTRL), dans les cellules infectées et non traitées
(ONNV), ONNV augmente de manicre significative 1’expression du géne IRF3 (1,95 =+
0,46x10%, * : p < 0,05), de IFN-B (5,63 % 0,28x10°, *** : p < 0,001) et de I1SG-15 (2,61
0,65x10™, * : p < 0,05).

Par rapport aux cellules infectées et non traitées (ONNV), seuls les traitements avec 1’extrait
brut éthanolique de Sophora denudata (5,68 + 2,03x10™%, #: p < 0,05, FC = 29) et I’extrait
« alcaloides totaux » de Tabernaemontana mauritiana (1,40 + 0,24x10°3, #### : p <0,0001, FC

= 71,5) augmentent de manicre significative 1’expression de IRF3.

Par rapport aux cellules infectées et non traitées (ONNV), le traitement a la chloroquine
augmente significativement 1’expression de IFN-§ (1,76 0,22x10™%, #i# : p <0,01, FC = 6,6),
alors que tous les extraits utilisés réduisent son expression (A. mexicana AT : 2,38 + 0,99x10
> #:p<0,05 FC=09;S .denudata Eth : 2,60 + 0,06x10°, ### : p = 0,05, FC =1 S.
denudata AT : 2,68 + 0,81x107°, #### : p = 0,06, FC = 1 ; T. mauritiana Eth : 2,52 + 0,37x10°
> #:p<0,05 FC=0,9;T. mauritiana AT : 1,60 + 0,23x10™*, #### : p < 0,0001, FC = 6), sauf

I’extrait brut éthanolique d’Argemone mexicana (résultat non significatif).

Seuls trois extraits affectent le niveau d’expression d’ISG15, soit en le diminuant
significativement (S. denudata Eth : 2,33 +0,92x10°, # : p < 0,05, FC = 0,7 ; S. denudata AT :
4,60 + 2,16x10°, p=0,08, FC = 1,5), soit en I’augmentant de maniére significative (6,92 +
0,11x10%, T. mauritiana AT : ## : p < 0,01, FC = 22,6).

Malgré son r6le encore controversé, 1’autophagie participe a la réponse antivirale (Van Huizen
and Mclnerney, 2020). L’effet des extraits des trois plantes sur 1’autophagie a ét¢ étudi¢ dans
les cellules HS633T infectées a travers 1’analyse de 1’expression des composants PI3K et

AMPK par gRT-PCR, avec les résultats sont présentés en Figure 40, ci-apres.
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Figure 40. Effets des extraits de A. mexicana, S. denudata et T. mauritiana sur I’expression
les composants de ’autophagie PI3K et AMPK.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; extraits A. mexicana 5 uM AGE et extraits S.
denudata et T. mauritiana 10 uM AGE ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <
0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL) ou # : p <
0,05, ##: p < 0,01, ### : p < 0,001, #### : p < 0,0001 comparé aux cellules infectées (ONNV).
(n=3, test de Bonferroni).

5. Potentiel anti-inflammatoire des extraits étudiés

Le potentiel anti-inflammatoire des extraits realisés a été évalué sur les cellules HS633T,
infectées avec ONNV, en suivant le niveau d’expression par qRT-PCR et la secrétion par
ELISA des médiateurs pro-inflammatoires CCL2, CCL5 et TNF-a, ainsi que le niveau
d’expression des composants-clés de la réponse inflammatoires (MAPK, STAT3, NLRP3 et
Caspase-1), qui ont été précédemment observés. Les résultats sont présentés en Figures 41 et

42, ci-apres.

En Figure 41 et par rapport aux cellules-contréles (CTRL), I'infection par ONNV augmente
significativement I’expression de CCL2 (CTRL : 4,30 £ 1,25%102 : ONNV : 1,10 + 0,04x10%,
****: n < 0,0001), de CCL5 (CTRL : 2,76 +1,07x10* ; ONNV : 1,24 + 0,26x107, *: p < 0,05)
et de TNF-a (CTRL : 3,87 £ 0,34x10* ; ONNV : 4,12 + 0,25x10°73, ****: p < 0,0001).

Par rapport aux cellules infectées et non traitées (ONNV), I’expression de CCL2 est réduite (
FC < 1) par la chloroquine (CHL : 3,40 + 1,06x1073, ### : p < 0,001) et tous les extraits (A.
mexicana Eth : 1,54 + 0,36x1072, #### : p < 0,0001 ; A. mexicana AT : 6,68 + 0,45x1073, ####
: p <0,0001 ; S. denudata Eth : 3,70 + 0,93x1073, #### : p < 0,0001 ; S. denudata AT : 3,25 +
0,34x1072, #### : p < 0,0001 ; T. mauritiana Eth: 1,18 + 0,25x102#### : p < 0,0001 ; T.
mauritiana AT : 5,34 + 2,88x10™, #### : p < 0,0001).
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Figure 41. Effet des extraits de A. mexicana, S. denudata et T. mauritiana sur les médiateurs
de I’'inflammation.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; extraits A. mexicana 5 uM AGE et extraits S.
denudata et T. mauritiana 10 uM AGE ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <
0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL) ou # : p <
0,05, ## : p < 0,01, ### . p < 0,001, #### : p < 0,0001 comparé aux cellules infectées (ONNV).
(n=3, test de Bonferroni).
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La chloroquine et les extraits réduisent aussi significativement 1’expression de TN-a (CHL :
3,52 + 0,80x107°, ### : p < 0,001, FC < 0,1 ; A. mexicana Eth : 3,41 + 0,90x10, #### : p <
0,0001, FC =1,2 ; A. mexicana AT : 4,60 + 2,59x10, #### : p < 0,0001, FC = 0,7 ; S. denudata
Eth: 2,74 + 0,71x10, #### : p < 0,0001, FC = 0,7 ; S. denudata AT : 6,43 + 3,20x10, #####
. p <0,0001, FC = 1,7 ; T. mauritiana Eth : 3,21 + 1,87x10™, #### : p < 0,0001, FC = 0,8).
L’extrait T. mauritiana AT augmente significativement 1’expression de TNF-o (7,46 + 0,55%10
8 ##HH# - p < 0,0001, FC = 19,3). Cependant, aucun n’effet significatif des extraits n’est révélé

sur I’expression de CCLS5.

Seuls les résultats de 1’analyse de la sécrétion protéique de TNF-a concordent avec les résultats
des niveaux d’expression (ONNV : 260 pg/mL, **: p < 0.01; CHL : 73 pg/mL, ### : p <
0,001 ; A. mexicana Eth : 30 pg/mL, #### : p < 0,0001 ; A. mexicana AT : 43 pg/mL, ### . p <
0,001 ; S. denudata Eth : 30 pg/mL, #### : p <0,0001 ; S. denudata AT : 20 pg/mL, #### . p <
0,0001 ; T. mauritiana Eth : 23 pg/mL, #### : p < 0,0001 et T. mauritiana AT : 530 pg/mL,
#i## - p < 0,0001).

D’aprés les données reportées en Figure 42, I’infection par ONNYV diminue significativement
’expression de MAPK (CTRL : 4,16 + 0,17x102; ONNV : 1,25 + 0,81x102, ****: p <
0,0001), mais la chloroquine, 1’extrait éthanolique d’Argemone mexicana et I’extrait AT de
Tabernaemontana mauritiana restaurent son niveau d’expression (CHL : 8,14 + 1,05x10°3, ##
: p < 0,01, FC = 2,2; A. mexicana Eth: 2,80 + 0,88x102, ## : p < 0,001, FC =7,6; T.
mauritiana AT : 1,78x102 + 0,35x10?2, # : p < 0,05, FC = 4,8). L’infection par ONNV n’a
aucun effet significatif sur I’expression de STAT3 (CTRL : 1,57 + 0,35x102;: ONNV : 1,66 +
0,05%10%2). Les extraits d’Argemone mexicana (A. mexicana Eth : 5,58 + 0,95x102, ##HH . p <
0,0001, FC = 4,2 ; A. mexicana AT : 8,69 + 0,28x1072, ##HH# . p < 0,0001, FC = 26) et I’extrait
AT de Tabernaemontana mauritiana augmentent son expression (1,44 +0,32x1072, #: p < 0,05,
FC=11).

L’infection par ONNV augmente de maniére significative I’expression de NLRP3 (CTRL : 3,19
+0,36x10%; ONNV : 6,96 + 0,50x1073, *** : p < 0,001, FC = 21,8) et de caspase-1 (CTRL :
2,06 +0,38x10*; ONNV : 4,35 + 0,54x10*, * : p< 0,05, FC = 2,1). Alors que la chloroquine
(CHL: 6,70 £ 3,87x10%, #iHt p <0,0001, FC = 2,1) diminue significativement I’expression
de NRLP3, I’extrait éthanolique de Sophora denudata (2,07 + 0,23x1072, ## : p < 0,01, FC =
64,8) et I’extrait AT de Tabernaemontana mauritiana (2,01 + 0,08x1072, ## : p < 0,01, FC =
63,2) augmentent de maniére significative I’expression de NRLP3, par comparaison avec les

cellules infectées (ONNV). Seul I’extrait éthanolique de Sophora denudata a un effet
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significatif sur caspase-1 en augmentant son expression (9,11 + 1,02x10%3, ## : p < 0,01, FC =

44,2).
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Figure 42. Effet des extraits de A. mexicana, S. denudata et T. mauritiana sur les composants

des voies de ’inflammation.

Traitement et infection simultanés, CHL 15 uM ; extraits A. mexicana 5 uM AGE et extraits S.
denudata et T. mauritiana 10 uM AGE ; ONNV MOI=1. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <
0,001, ****: p < 0,0001 comparé aux cellules non infectées et non traitées (CTRL) ou # : p <
0,05, ## : p < 0,01, ### . p < 0,001, #### : p < 0,0001 comparé aux cellules infectées (ONNV).

(n=3, test de Bonferroni).
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V. Caractérisation chimique préliminaire des extraits et fractions

Des analyses par chromatographie liquide couplée a deux types de détection (UV et masse) ont
été effectuées pour caractériser sommairement la composition des extraits « alcaloides totaux »
(AT) des trois espéces végétales, dans le but de révéler la présence d’alcaloides et plus

particulierement, des alcaloides standards pour chacun d’eux.

La Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP ou HPLC), couplée a la spectrométrie
de masse (SM ou MS), ainsi qu’a une détection par spectroscopie-UV avec détecteur a barrette
de diodes (DAD), est une méthode analytique et séparative ou une phase mobile traverse une
phase stationnaire dans une colonne, sous pression. La variation de polarité de la phase mobile
permet de séparer les composés selon leur polarité. La détection spectrométrique de masse
permet de deceler et d’identifier les composés selon leur masse molaire. La détection UV a
permet de visualiser des composés qui possedent des éléments structuraux avec des absorbances
dans la région UV-visible des longueurs d’onde. Ces techniques permettent ainsi de séparer,
d’identifier et de quantifier des composés présents dans un échantillon. La méthode utilisée est

présentée en détail dans la partie « Matériel et Méthodes », Méthode 12.

Cette méthode a été appliquée pour analyser des extraits bruts et caractériser leur composition
globale. L’échantillon, en solution de concentration 10 mg/mL dans du méthanol, est déposée
sur une colonne (phase inverse) et élué selon un gradient acétonitrile/eau, de 5 a 100% en
proportion d’acétonitrile, sur une durée de 50 minutes, avant un palier final a 100 %, durant 17
minutes. L’objectif de ces analyses était de tenter de caractériser la présence de certains
alcaloides « standards commerciaux » dans les extraits réalisés : la berbérine dans les extraits
de Argemone mexicana, la matrine dans les extraits de Sophora denudata et la tabersonine dans

les extraits de Tabernaemontana mauritiana.

Les extraits bruts éthanoliques et « alcaloides totaux » des 3 especes ont été analyses par
UHPLC-UV-MS (ou UCLHP-UV-SM). Les chromatogrammes obtenus sont présentés ci-apres
(Fig. 43-45). Les temps de rétention (tr) en minutes (min) et les masses molaires (m/z)
en grammes par mole (g/mol) ainsi que les données spectrales UV et MS, sont utilisés pour

caractériser les composeés identifiés.
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e Analyses HPLC-UV-MS pour Argemone mexicana

La berbérine commerciale et I’extrait AT de 1’espece Argemone mexicana ont été
successivement injectés en UHPLC-DAD-MS (10 UL d’une solution a 10 mg/mL). Les données

obtenues sont présentées en Figure 43, ci-apres.

Un pic majoritaire (tr=14,85 min et m/z =337) est observé sur le chromatogramme HPLC-MS
apres injection de la berbérine commerciale (Fig. 43A gauche). Un pic similaire est retrouvé
dans le chromatogramme obtenu aprés injection de 1’extrait « alcaloides totaux » de Argemone
mexicana dans les mémes conditions (Fig. 43A droite), avec un temps de rétention de 15,4 min
et une masse m/z de 337. Les spectres de masse et UV (B) et (C) de ces composés sont
comparables et permettent de confirmer la présence de berbérine dans 1’extrait « alcaloides

totaux » de Argemone mexicana.
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Figure 43. Comparaison de données UHPLC-UV-MS pour la berbérine et I’extrait « alcaloides
totaux » de Argemone mexicana (A. mexicana AT).

(A) Chromatogrammes UHPLC-MS relatifs a I’injection de la berbérine et de I’extrait A.
mexicana AT ; (B) Données UV relatives a I’injection de la berbérine et de I’extrait A. mexicana
AT ; (C) Caractéristiques spectrales de la berbérine et du composé majoritaire de 1’extrait A.
mexicana AT.

e Analyses HPLC-UV-MS pour Sophora denudata

La matrine et I’extrait AT de I’espéce Sophora denudata ont été successivement injectés en
UHPLC-UV-MS (10 pL d’une solution a 10 mg/mL). Les données obtenues sont présentées en

Figure 44, ci-apres.
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Figure 44. Comparaison de données UHPLC-UV-MS pour la matrine et I’extrait « alcaloides
totaux » de Sophora denudata (S. denudata AT).

(A) Chromatogrammes UHPLC-MS relatifs a I’injection de la matrine et de I’extrait S.
denudata AT ; (B) Données UV relatives a I’injection de la matrine et de I’extrait S. denudata

AT ; (C) Caractéristiques spectrales de la matrine et du composé majoritaire de 1’extrait S.
denudata AT.

Le chromatogramme de la matrine commerciale fait apparaitre un pic majoritaire de la matrine
a un temps de rétention de 3,2 min (m/z = 249) (Fig. 44A gauche). En plus du pic de base (m/z
= 249), le pic m/z 496 évoque un possible dimere (Fig. 44A et 44C gauche). Le
chromatogramme obtenu aprées injection de 1’extrait « alcaloides totaux » de Sophora denudata

indique une composition complexe (Fig. 44A droite). Malgré la complexité du mélange, un pic
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au temps de rétention tr=3,2 min correspondant a un produit majoritaire du melange peut étre
caractérisé, comme pour le spectre de masse de la matrine, avec un pic de base m/z 249. Par
ailleurs, les spectres UV de la matrine et du produit majoritaire de I’extrait AT sont comparables
(Fig. 44C gauche et droite). Ces résultats, corrélés a ceux d’une étude antérieure du laboratoire
Chembiopro (résultats non publiés [319]), permettent de confirmer la présence de matrine dans

I’extrait alcaloides totaux de Sophora denudata.

e Analyses HPLC-UV-MS pour Tabernaemontana mauritiana

La tabersonine et I’extrait AT de I’espéce Tabernaemontana mauritiana ont été successivement
injectés en UHPLC-UV-MS (10 pL d’une solution a 10 mg/mL). Les données obtenues sont
présentées en Figure 45, ci-apres.

Le chromatogramme de la tabersonine commerciale (Fig. 45A) fait apparaitre le pic majoritaire
de la tabersonine (tr=15,10 min et m/z=337). La comparaison des injections de la tabersonine
et de I’extrait AT de T. mauritiana ne permettent pas d’identifier un pic majoritaire dans
I’extrait pouvant correspondre a la tabersonine commerciale. Cependant, le chromatogramme
UHPLC-MS révele de nombreux pics avec différents m/z et des spectres UV variés. Le détail
des analyses pour 1’espéce Tabernaemontana mauritiana est présenté en Annexe 2. La
comparaison des données spectrales (MS) de la tabersonine, avec celles des pics du
chromatogramme pour 1I’AT, démontre la présence de composés avec une masse m/z de 337
aux temps de rétention 14,06 min et 15,31 min. Le pic présentant le temps de rétention le plus
proche de celui de la tabersonine (a 15,31min) correspond a un melange et non un unique
composeé. Ce pic est de faible intensité dans le chromatogramme et le spectre UV ressemble peu
a celui de la tabersonine. Il est donc impossible d’indiquer la présence de tabersonine dans I’AT.
De plus, s’il s’avere que les nombreux composés présents dans I’extrait sont effectivement des
alcaloides, il demeure impossible a ce stade d’affirmer que sont des alcaloides indoliques.
Cependant, des données de littérature soutiennent cette hypothése. Ainsi, plusieurs pics du
chromatogramme de I'AT correspondent a des composés de m/z de 353 ou 354, pouvant
indiquer la présence de diverses structures d’alcaloides indolo-monoterpéniques [419], comme,
par exemple, celle de la yohimbine [420]. Les spectres UV des pics aux temps de rétention
11,18 - 12,43 et 12,67 min présentent des similitudes entre eux et sont en corrélation avec ceux
présentés pour la yohimbine dans la littérature [421]. Cette hypothése reste cependant

insuffisamment étayée et des analyses complémentaires doivent étre réalisées.
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Figure 45. Comparaison de données UHPLC-UV-MS pour la tabersonine et I’extrait
« alcaloides totaux » de I’espéce Tabernaemontana mauritiana (T. mauritiana AT).

(A) Chromatogrammes UHPLC-MS relatifs a ’injection de la tabersonine et de ’extrait T.
mauritiana AT ; (B) Données UV relatives a I’injection de la tabersonine et de I’extrait T.
mauritiana AT ; (C) Caractéristiques spectrales de la tabersonine et de composés de I’extrait T.
mauritiana AT.

V1. Discussion

Le potentiel anti-alphaviral de la berbérine (isoquinoléine), de la matrine (quinolizidine) et de
la tabersonine (indole) a précédemment été établi (Chapitre 4). L’objectif de cette partie était
d’appliquer le modéle biologique développé (Chapitre 3) pour la méme valorisation d’especes

végétales issues de la biodiversité réunionnaise et susceptibles de renfermer des alcaloides.
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Les espéces Argemone mexicana, Sophora denudata et Tabernaemontana mauritiana ont été

ainsi sélectionnées.

Les matieres végétales ont été traitées pour obtenir des extraits avec des rendements variables
d’une espéce a I’autre, respectivement de 4,8 a 16,8% pour les extraits bruts éthanoliques, et de
0,7 & 12% pour les extraits d’alcaloides totaux (AT) par rapport a I’extrait brut éthanolique de
départ. Les alcaloides étant des composés minoritaires, comme cela était attendu, les
rendements d’extraction, dans le cas des extraits AT, sont plus faibles que dans le cas des

extraits éthanoliques. Les extraits ainsi obtenus ont ensuite été évalués biologiquement.

Le controle de la balance rédox intracellulaire participe au controle de 1’infection virale. Les
polyphénols sont relativement abondants dans les végétaux et sont bien caractérisés pour leurs
propriété antioxydantes [422]. Les extraits étudiés présentent des teneurs variables en
polyphénols, toujours plus importantes dans les extraits « alcaloides totaux » par rapport aux
extraits éthanoliques (Tableau 9). Seul I’extrait éthanolique de Sophora denudata exerce une
activité antioxydante comparable a celle de la quercétine utilisee comme référence, tandis que
les autres extraits présentent une activité inférieure. Ceci est en corrélation avec les données
génerales de la littérature, pour des espéces du genre Sophora, ainsi qu’avec les résultats d’une
étude menée en parallele au laboratoire Chembiopro sur Sophora denudata (travaux non
publiés, rapport de Camille Novick), indiquant la présence de nombreux composés phénoliques,

notamment de type flavonoides.

Le potentiel anti-alphaviral des extraits a été ensuite déterminé avec leur concentration non
toxique (< 10 uM AGE) dans les cellules HS633T infectées par ONNV, pour les mémes cibles
étudiées avec les alcaloides de référence (Chapitre 4). Les activités obtenues ont été comparées

aux activités précédemment obtenues avec les alcaloides de référence.

L’espéce Argemone mexicana a été sélectionnée pour la présence potentielle de berbérine (Fig.
43). Les effets remarquables de la berbérine (Chapitre 4) sur les cellules HS633T infectées par
ONNV se sont révélés sur I’inhibition de la réplication virale et sur la modulation de
I’expression de composants de la réponse antivirale (MXRAS, RIG-I, IFN-B et ISG15) et
inflammatoire (CCL2, TNF-a, STAT3 et la voie NLRP3/caspase-1). Dans le méme contexte,
les deux extraits de Argemone mexicana Se caractérisent par une activité antivirale
correspondant a une diminution de 1’expression des génes viraux et des récepteurs-clés MXRAS
et RIG-1 et immunomodulatrice en régulant I’expression des composants PI3K/AMPK, MAPK

et STAT3 et des médiateurs pro-inflammatoires CCL2 et TNF-o. L’activité anti-inflammatoire
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de A. mexicana a déja éte decrite dans différents modeles, notamment in vivo avec une extrait
éthanolique [369,370]. Cependant, les facteurs cellulaires impliqués n’ont pas été caractérisés.
De plus, jusqu’ici aucune étude n’avait porté sur les potentielles activités anti-alphavirales de

I’espéce A. mexicana.

L’espéce Tabernaemontana mauritiana a été choisie pour la présence potentielle de tabersonine
ou d’autres alcaloides de la famille des indoles (Fig. 45). L’activité anti-alphavirale de la
tabersonine a été démontrée dans le Chapitre 4 a travers I’inhibition de la réplication virale, de
la réponse antivirale avec ’inhibition de 1’expression de MXRAS, RIG-I, IFN-B et ISG15) et
de la réponse inflammatoire avec 1’inhibition des composants et médiateurs pro-inflammatoires
(STAT3, NLRP3/caspase-1, COX-2, CCL2 et TNF-a). L’extrait éthanolique de T. mauritiana
se caractérise par une activité inhibitrice, principalement sur 1’expression des génes viraux (E1,
E2 et nsP2) et des composants de la reponse antivirale (MXRAS, RIG-I, IFN-B et iSG15), dans
les cellules HS633T infectées par ONNV. L’extrait éthanolique de T. mauritiana réduit aussi
significativement les niveaux d’expression génique et protéique de CCL2 et TNF-a. L’extrait
AT de T. mauritiana se caractérise principalement par une activité immunomodulatrice sur
différents composants cellulaires, participant a la réponse antivirale (MXRA8, RIG-I, IRF3,
IFN-B, ISG15, AMPK) et inflammatoire (MAPK, STAT-3, NLRP3/caspase-1, CCL2 et TNF-
a). Dans le genre Tabernaemontana, les effets anti-inflammatoires des especes T. ventricosa
[414] et T. pandacaqui [415] ont déja été decrits, sans toutefois établir les mécanismes
impliqués. Jusqu’ici, les potentielles activités antivirales et anti-inflammatoires de T.

mauritiana n’avaient pas été demontrees.

L’espéce Sophora denudata a été sélectionnée pour la présence potentielle de matrine (Fig. 44).
Dans les cellules HS633T infectées par ONNV, la matrine a présenté des activités
immunomodulatrices remarquables surtout sur les composants de la réponse antivirale
(MXRAS8, RIG-I, IRF3, 1SG15), mais aussi sur les mediateurs pro-inflammatoires CCL2 et
TNF-o (Chapitre 4), et il en est de méme pour les extraits de Sophora denudata testés. L’ extrait
« alcaloides totaux » de S. denudata a en plus démontré une activité sur la voie NLRP3/caspase-
1 en augmentant 1’expression de ces deux composants. Au sein du genre Sophora, plusieurs
especes ont déja été décrites pour leurs potentielles activités anti-inflammatoires [357]. Les
activités antivirales des espéces S. flavescens [399,400] et S. tonkinensis [403] ont déja été
décrits, mais les mécanismes n’ont pas été étudiés. Aucune donnée de la littérature n’a jusqu’ici

traité des potentielles activités anti-alphavirales de S. denudata.
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L’ensemble de ces résultats établissent pour la premicre fois les potentiels anti-alphaviraux
d’extraits des espéces Argemone mexicana, Sophora denudata et Tabernaemontana
mauritiana. Les résultats obtenus pour les extraits végétaux réveélent ces potentiels, mais avec
parfois des différences significatives par rapport aux alcaloides de référence. Par exemple, alors
que la berbérine n’affecte pas significativement le niveau d’expression de nsP2, PI3K et
AMPK, les extraits de A. mexicana diminuent I’expression du géne codant pour nsP2, essentiel
a la réplication virale, et régulent I’expression de PI3K et AMPK. Ces deux extraits augmentent
¢galement 1’expression de STAT3, alors que la berbérine la diminue. Les extraits de S. denudata
diminuent significativement I’expression de MXRAS8 et CCL2, alors que la matrine exerce
I’effet inverse, en augmentant leur expression de maniére significative. Alors que la tabersonine
n’exerce aucun effet sur I’expression de nsP2 et AMPK, les extraits de T. mauritiana affectent

le niveau d’expression de nsP2 et diminuent celui de AMPK dans les cellules infectées.

Cette analyse comparative suggere que les extraits présentent des effets differents, soit par un
effet synergique, soit par la présence d’un composé minoritaire, soit par la présence confirmée
de polyphénols déja connus pour interférer sur des facteurs cellulaires dont les voies
JAK/STAT, NF-kB, MAPK ou encore PI3K/AKT [423].

Les analyses de la composition chimique des extraits ont été realisées sans comparaison avec
une base de données et restent tout a fait préliminaires. Elles permettent néanmoins d’obtenir
des précisions quant a la composition des extraits AT, avec la présence de berbérine et de
matrine, respectivement, dans les extraits de A. mexicana et de S. denudata. Ces résultats sont
déja indicatifs d’une composition chimique associant des alcaloides dans les extraits évalués
biologiquement, mais restent a confirmer par des analyses chimiques approfondies, afin
d’établir de maniére certaine la présence d’alcaloides des classes recherchées dans les extraits
« alcaloides totaux ». Ces travaux constituent également la premiére caractérisation chimique

de I’espéce Tabernaemontana mauritiana.

En conclusion, les résultats décrits dans ce chapitre soulignent 1’intérét des plantes susceptibles
de renfermer des alcaloides dans la recherche d’anti-alphaviraux, et plus largement I’intérét de
la biodiversité régionale comme source de molécules anti-alphavirales. Les analyses chimiques
préliminaires réalisés permettent de suspecter la présence d’alcaloides dans les extraits réalisés.
Cependant, la présence d’autres composés chimiques peut étre responsable d’effets biologiques

plus marqués. Cependant des analyses chimiques plus complétes sont nécessaires pour pouvoir

121



affirmer cette hypothése et poursuivre les études, afin de pouvoir tenter de corréler les activités

biologiques observées aux structures chimiques associees.
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Conclusion générale et perspectives

Les alphavirus représentent un véritable enjeu dans la problématique des agents biologiques
(ré)émergents et pathogénes pour I’Homme. Les avancées scientifiques ont permis de
caractériser le processus infectieux des alphavirus arthritogéniques, mais aussi le processus
inflammatoire et ses complications chroniques liées a un déréglement du systéme immunitaire.
Dans ce contexte et en I’absence de traitements spécifiques, ces travaux visaient a établir
I’intérét des alcaloides naturels dans une stratégie thérapeutique fondée sur une double activité
antivirale et immunomodulatrice et a développer des capacités d’exploration de la biodiversité
végétale régionale, pour I’identification de nouvelles sources moléculaires naturelles, contre les

alphavirus arthritogéniques, sur le modele du ONNV.

Les alcaloides naturels constituent toujours une source importante dans la recherche et le
développement de meédicaments, mais qui est encore peu explorée contre les alphavirus
arthritogéniques. L hypothése d’une capacité anti-alphavirale des alcaloides naturels a été
soutenue pour trois classes structurales majeures (isoquinoléines, indoles, quinolizidines), a
partir des activites et mécanismes établis pour des structures naturelles emblématiques contre

une variété de virus et de contextes physiopathologiques (Chapitre 2).

Considerant le tropisme musculo-squelettique des alphavirus arthritogéniques, 1’évaluation in
vitro de traitements chimiques a été envisagée sur des cellules représentatives des fibroblastes
(HS633T), dont I’origine a partir de cellules souches mésenchymateuses (MSC) a été confirmée
experimentalement (Chapitre 3). L’infectivité des cellules HS633T par ONNYV a été établie,
tout comme les composants essentiels de la réponse immunitaire avec la réponse antivirale (voie
des IFNs de type 1) et la réponse inflammatoire (voies et médiateurs-clés). L’évaluation
biologique avec les cellules HS633T a été structurée avec la chloroquine (4-aminoquinoléine)

qui a été caractérisée a cette occasion pour sa double activité antivirale et anti-inflammatoire.

Le modéle biologique a été ensuite appliqué (Chapitre 4) a la berbérine (isoquinoléine), la
matrine (quinolizidine) et la tabersonine (indole). Les résultats ont permis d’établir la capacité
de ces alcaloides a interférer sur les processus essentiels de I’infection et de la réponse
immunitaire. L’évaluation approfondie de chacune des molécules a permis de les distinguer sur
un profil anti-alphaviral établi, avec leurs avantages et leurs limites, pour la double activité

antivirale et immunomodulatrice attendue. Sur les extraits de Argemone mexicana, Sophora
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denudata et Tabernaemontana mauritiana, présentes a La Réunion et susceptibles de renfermer
des alcaloides (Chapitre 5), 1’évaluation biologique a permis de caractériser leur double
activité antivirale et immunomodulatrice, mais avec des variations remarquables par rapport
aux molécules de référence, dont la présence a €té suspectée par les analyses chimiques
préliminaires. Le profil anti-alphaviral des extraits a été complété avec 1’évaluation de leur
capacité antioxydante, liée a la présence de polyphénols, qui pourraient expliquer les effets

supplémentaires de ces molécules dans 1’activité anti-alphavirale.

Ainsi, I’ensemble de ces travaux caractérise les alcaloides naturels comme sources moléculaires
dans la recherche et le développement de traitements anti-alphaviraux, reposant sur une double
activité antivirale et immunomodulatrice, a partir d’un modé¢le in vitro approprié et robuste. Les
résultats consacrent une démarche originale pour la valorisation des substances naturelles,
issues de la biodiversité vegétale de La Réunion, avec deux principales perspectives de

développement, dans une orientation scientifique liée au domaine pharmaceutique.

La premiére perspective se rapporte a la pharmacochimie moléculaire pour résoudre des
parameétres physicochimiques et/ou biologiques défavorables des molecules naturelles, dont le
potentiel anti-alphaviral a été établi in vitro. En effet, le développement de ces molécules sera
probablement confronté a des propriétés pharmacocinétiques limitées, notamment par leur
faible solubilité ou biodisponibilité, mais aussi par une toxicité relative qui serait révélée par
les études in vivo. Dans ce contexte, la conception de structures optimisées et facilement
accessibles par synthese chimique (dérivés semi-synthétiques) peut étre envisagée, comme cela
a été déja entrepris au laboratoire avec la quercétine (flavonol) et éventuellement orientée par
de la modélisation moléculaire, sur des cibles thérapeutiques qui seraient parfaitement
identifiées. Cette démarche peut également s’inscrire dans une approche prodrogue, en
exploitant des voies de biotransformations permettant de régenérer le principe actif, voire méme

de prolonger son action.

La deuxiéme perspective s’inscrit dans le domaine de la pharmacognosie pour accélérer
I’identification de nouvelles sources phytochimiques anti-alphavirales au sein de la biodiversité
régionale, par les apports d’une évaluation biologique in vitro structurée, qui serait appliquée a
un criblage des nombreuses collections déja existantes, ou de celles qui ressortiraient des
approches ethnobotaniques ou chimiotaxonomiques, historiqguement développées et toujours

engagées a La Réunion.
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Inscrites de maniére complémentaire et étendues sur une stratégie thérapeutique commune aux
grandes pathologies régionales, ces deux perspectives consacreraient un nouvel écosystéme de

recherche, développement et innovation dans le domaine de la pharmacochimie des substances

naturelles a La Réunion.
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Matériel et Méthodes

e Meéthode 1 : Culture cellulaire

Les cellules HS633T proviennent de 1’European Collection of Authenticated Cell Cultures
(ECACC, référence 89050201) et les fibroblastes synoviaux humains (ou cellules souches
mésenchymateuses dérivées de la synovie du laboratoire de recherche ScienCell (ScienCell,
4700 Clinisciences). Les cellules ont été mise en culture dans du milieu de culture “Minimum
Essential Medium” Eagle (MEM Eagle, PAN Biotech P0408500), supplémenté de 5 % de
sérum de veau feetal décomplémenté (SVF) (PAN Biotech, 3302 P290907), de L-glutamine
2mM (Biochrom AG, K0282), de 100 U/mL — 0.1 mg/mL penicillin-streptomycin (PAN
Biotech, P0607100), de 1 mM sodium pyruvate (PAN Biotech, P0443100) et de 0,5 pg/mL de
Fungizone (PAN Biotech P0601001). Les cellules ont été mises en culture dans des flasques,
plaques de 6 ou de 96 puits ou sur des coverslips et maintenues a 37°C, dans une atmospheére
humide avec 5% de COz, jusqu’a 70 a 80% de confluence.

e Méthode 2 : Infection et/ou traitement des cellules

Un isolat du virus O’nyong-nyong a été obtenu du Centre National de Référence arbovirus
(CNR arbovirus, Marseille, France). L’isolat a été titré a 10’ PFU.mL™ sur des cellules Vero.
Les cellules a 70-80 % de confluence ont ensuite été infectées avec le virus a une MOI de 1 (1
virus pour 1 cellule) et/ou traitées avec les molécules commerciales ou les extraits de plantes.

Tableau 10. Reéférences des molécules standard utilisées en solution pour le traitement des
cellules.

Molécule Concentration(s) utilisée(s) pour la solution Référence
Berhérine 10 uM Sigma Aldrich, 00900585
Matrine 10 uM Sigma Aldrich, PHL89730
Tabersonine 10 uM Sigma, SMB00452

e Méthode 3 : Tests de cytotoxicité

Le test LDH (Lactate déshydrogénase)

Les cellules ont été mises en culture dans des plaques de 96 puits. 24h plus tard, elles ont été
exposées au virus et/ou aux différentes molécules ou différents extraits de plantes pendant 24h.
Les plaques ont ensuite été centrifugées. 50 UL de surnageant ont été prélevés de chaque puits

et déposés dans une nouvelle plaque, et 50 uL de réactif du kit commercial (CytoTox 96®Non-
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Radiaoactive Cytotoxicity Assay, Ref. G1782, Promega) ont été ajoutés a chaque puits. 30 min
plus tard la réaction est arrétée avec 1’aide la solution STOP du kit et la densité optique mesurée

a490 nm (BIOTEK Cytation 5 imaging reader).

Le test MTT (3-(4-5-dimethylthiazol-2-yI)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Les cellules ont été mises en culture dans des plaques de 96 puits. 24h plus tard, elles ont été
exposées au virus et/ou aux différentes molécules ou différents extraits de plantes pendant 20h.
20 uL de solution de MTT stérile et filtrée (Smg/mL) sont ensuite ajoutés dans chaque puits. 4h
plus tard la plaque est centrifugée, le surnageant retiré et 200 uL. de DMSO (dimethyl sulfoxide
ou sulfoxyde de diméthyle) sont ajoutés pour resuspendre les cristaux de formazan. La densité
optique est mesurée a 560 nm avec une référence a 670 nm (BIOTEK Cytation 5 imaging

reader).

e Méthode 4 : Immunofluorescence

Les cellules ont été mises en culture sur fines lamelles (coverslips) en verre, préalablement
nettoyées et stérilisees. Le lendemain, les cellules ont été infectées et/ou traitées. 24h plus tard,
les coverslips ont été lavées et fixées a 1’éthanol a 99% (-20°C). Aprés séchage, les coverslips

ont été conservées a 1’abris de I’humidité a -20°C jusqu’a utilisation.

Les coverslips sont réhydratées avec du PBS/BSA/azide, puis incubées sur la nuit avec
I’anticorps primaire. Les coverslips sont ensuite lavées puis incubées avec les anticorps
secondaires et le DAPI pendant 2h. Les coverslips sont lavées puis montées sur lame avec du
Vectashield (Vector Labs, Clinisciences). Les images sont capturées sous un microscope Nikon

a fluorescence équipé d’une caméra Hamamatsu Orca a haute sensibilité.

Tableau 11. Anticorps utilisés pour les immunofluorescences.

Anticorps primaires

Anticorps de lapin anti-alphavirus capside Pr Andres Merits, Tartu, Estonie
Anticorps de lapin anti-LC3 Nours Biological, NB100-2220
Anticorps de lapin anti-Collagen 1 Cell signaling technology, 720265
Anticorps de lapin anti-CD248 Cell signaling technology, 479788
Anticorps de lapin anti-CD90 Cell signaling technology, 138015
Anticorps de lapin anti-a-SMA Cell signaling technology, 192455
Anticorps de souris anti-capside d’alphavirus Santa Cruz, sc-58088

Anticorps secondaires
DAPI Sigma, D9542
Anticorps de singe anti-lapin couplé a Alexa Fluor 594 Invitrogen, A21207
Anticorps de singe anti-souris couplé a Alexa 488 Invitrogen, A21202
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e Méthode 5 : RT-PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR ou quantitative real-
time RT-PCR)

Apres infection et/ou traitement, I’ ARN des cellules est extrait a I’aide du kit d’extraction Zymo

(ZYMO, R1035, Ozyme).

Les analyses qRT-OCR ont été réalisées avec le kit SENSIFAST (B1O-76005) “One step RT
PCR with SYBR®” et le QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)
dans un volume final de 5 pLL (1 pL d’ARN extrait, 2,7 pL de mix d’enzymes et 1,3 pL. de mix
d’amorces). Le GAPDH a été utilis¢ comme géne de ménage. L’expression relative a été

calculée a I’aide de la méthode du DDCt (delta delta Ct).
Les amorcées utilisées pour les analyses gRT-PCR sont listées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 12. Listes des amorces utilisées.

Nom Séquence Fournisseur
F: CCA TGC GGA AGG TGA AGG TC
GAPDH R: ACA TGT AAA CCA TGT AGT TGA GGT Eurogentec
F: CAC CGT CCC CGT ACG TAA AA
El R: GGC TCT GTA GGC TGA TGC AA Eurofins
F: CCC CTG ACT ACA CGC TGA TG
E2 R: CCT TCA TTG GAG CCG TCA CA Eurogentec
F: GCG GAG CAG GTA AAA ACG TG
nsP2 R: TAG AAC ACG CCC GTC GTA TG Eurogentec
F: CGCAGC TTA CGG GTT TCA TA
Capside R: GCA ACG CCT TCA GAA ACG C Genecust
F: TTT GCC AGT ACA GGA GCT TGT G
ISG15 R: GGG TGA TCT GCG CCT TCA Sigma
F: GTC ACT GTG CCT GGA CCATA
IFN-B R: ACA GCA TCT GCT GGT TGA AGA Eurogentec
F: TTA CTG TGG CCT GCA CGA AC
MXRAS R: CTC TCG GGG ACG ATG ACA TT Eurogentec
F: CCATAT CTC AGC TGG GTG ACA A
RIG R: GCT ATC GGG TCA ACA ACA GCT T Sigma
F:CTG TTT ACA TTG CCA GGA TC
MDAS R: ACA CCA GCA TCT TCT CCATTT Eurofins
F: CCA CAA CCA ACT GAC CAC TG
TLRY R: CCA CCA GAC AAA CCA CAC AG Sigma
F: CCT CAC GAC CCA CAT AAA ATC
IRF3 R: GTA GAA GGC TGT CAC CTC GAA Sigma
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Tableau 12. (Suite et fin). Listes des amorces utilisées.

F:CTGCTCATAGCAGCCACCTT

cCL2 R: CTT GAA GAT CAC AGC TTC TTT GGG Eurogentec

F: TCC TCA TTG CTA CTG CCC TC
CCLS R: TCG GGT GAC AAA GAC GAC TG Eurogentec
F: TACAGGGAGAGGGAGCGATAA
CXCLS8 Eurogentec
R: TGGACCGAAGGCGCTTGT

F: GCT GCA CTT TGG AGT GAT CG
TNF-o R: GAG GGG TTT GCT ACA ACA TGG G Sigma
F: TGG TGA AAT TGC AAG AGC TG

STATL R AGA GGT CGT CTC GAG GTC AA Sigma

F: AGCAAGGGAGAGATGGTGTAA
MAPK Genecust

R: CAGTGTCTAAGGGCTGCCAC
F: GGGAAAGTGAAGGTGGGCAA
AMPK R: GATGTGAGGGTGCCTGAACA Genecust
CCGGCCCGCCTGAATCATTCTC
NF-«B CAGGTGGCGACCGTGATACCT Eurogentec
F: ACCATGGAGGAGAACCCTTATG
PISK R: ACGGACAGTGCTCCTCCTTA Genecust
F: GCTTTCTGCTCTTCCACACC

Caspase 1 R: AAATGAAAATCGAACCTTGC Genecust
F: CCGAGCCAATTGTGATGCTT

STAT3 R: GCATGTTGTACCACAGGATG Genecuist

e Meéthode 6 : ELISA

Le surnageant des cellules a été récupéré apres 1’infection et/ou traitement et conservé a -20°C.
Apreés décongélation les tests ELISA ont été réalisé a partir des indications données par le
fournisseur (CCL2: Human MCP-1 (CCL2) Standard TMB ELISA Development Kit,
Peprotech, Catalog# 900-T31; CCL5: Human RANTES (CCL5) Standard ABTS ELISA
Development Kit, Catalog# 900-K33 et TNF-o.: Human TNF-a Standard ABTS ELISA
Development Kit, Preprotech, Catalog# 900-K25).

e Meéthode 7 : Test Folin-Ciocalteu

Le test Folin-Ciocalteu permet de doser les composés phénoliques présents dans un échantillon
ou la capacité réductrice totale d’un échantillon contenant des polyphénols réducteurs.
L’échantillon est placé en contact avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Il s’agit d’un mélange

d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3sPMo012040). En
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milieu basique (Na2COs), les composés phenoliques sont transformés en ions phénolates puis
en radicaux quinones par transfert d’électron. Ainsi, le réactif de Folin-Ciocalteu de couleur
jaune est réduit et devient bleu/vert. L’absorbance, mesurée a 765 nm, est proportionnelle a la
concentration en polyphénols de 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en acide gallique

équivalent.
e Meéthode 8 : Test ORAC

Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) permet d’évaluer le potentiel
antioxydant d’un échantillon. I1 est fondé sur la capacité de 1’échantillon a réduire la vitesse
d’oxydation de la fluorescéine par des radicaux peroxyles ROOe générés par I’ AAPH (2,2°-
Azobis [2-methyl- propionamidin]dihydrochloride). L’oxydation de la fluorescéine se traduit
par une diminution de fluorescence au cours du temps. La fluorescence est mesurée a la
longueur d’onde d’excitation de 485 nm et a la longueur d’onde d’émission de 530 nm. Le
potentiel antioxydant de 1’échantillon est déterminé par rapport a un échantillon contrdle (sans
antioxydant) et un échantillon en présence d’un antioxydant de référence : le Trolox (acide 6-
hydroxy-2, 5, 7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique). Le résultat est exprimé en valeur

ORAC ou en Trolox équivalent.
e Méthode 9 : Collecte et identification d’espéces végétales

L’espéce Argemone mexicana a été récoltée a I’'UFR Sciences et Technologie de Université de
La Réunion (Point GPS: 20,901572 S; 55,483656 E) et identifiée par le Pr Dominique
Strasberg de ’'UMR PVBMT de I’Université de La Réunion. L’espéce Sophora denudata a été
récoltée pres du Gite du Volcan a La Réunion (Point GPS : 21,217533 S ; 55,687442 E) et
identifiée par Alexis Gorissen botaniste au sein de ’'UMR PVBMT de I’Université de La
Réunion. S. denudata est une espéce protégée, sa collecte a été autorisée par la Direction de
I'Environnement de I'Aménagement et du Logement (DEAL/SEB/UBIO/2020-36) apres avis
du Conseil Scientifique Régional du Patrimoine de la Région (CSRPN 2020-03). L’espéce
Tabernaemontana mauritiana a été récoltée dans la forét cultivée de Mare Longue a Saint-
Philippe a La Réunion (Point GPS : 21,350095 S ; 55,743174 E) et identifiée par le Pr
Dominique Strasberg. La collecte a été réalisée avec une autorisation spéciale du Parc National
(Arrété n° DIR - | - 2021 — 189 / Programme n°3 « Biodiversité des plantes comme sources de
molécules actives » dont PHAR (Feder), PHYTODENGUE (INterregV) et TFORCE COVIR
(Feder AMI).
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e Meéthode 10 : Production des extraits bruts éthanoliques

L’extraction a été effectuée a 1’aide d’un extracteur de type Soxhlet, permettant une extraction
continue, voire un épuisement, d’une poudre de plante, au moyen d’un solvant, porté au reflux
et renouvelé en continu par distillation. Une masse de 30 g de poudre seche de plante a extraire
est placée dans une cartouche d’extraction (cellulose extraction thimbles, Whatman, Cat N°
2800373), disposée dans I’extracteur de Soxhlet. Un volume de 750 mL d’éthanol absolu
(qualité RPE, Carlo Erba, 414606) est utilisé. Apres 3h d’extraction, le mélange extractif
contenu dans le ballon de récupération, est concentré, par évaporation du solvant, a température
maximale de 40°C, sous pression réduite, a 1’aide d’un évaporateur rotatif Rotavapor (Biichi.

Rotavapor-R). L’extrait brut est conservé au froid jusqu’a utilisation.
e Meéthode 11 : Production des extraits « alcaloides totaux » (Figure 46)

L’extrait brut éthanolique est resolubilisé partiellement dans de I’eau distillée (environ
25mL/1g). De I’acide sulfurique 0,5 M est ajouté pour atteindre un pH=2-3. La solution est
placée sous agitation quelques minutes, puis elle est filtree et placée dans une ampoule a
décanter. Quatre lavages successifs de celle-ci, avec 100 mL d’acétate d’éthyle (qualité RPE,
Carlo Erba, 30448252) a chaque fois, sont réalisés pour extraire les composés organiques de la
phase aqueuse. Apres décantation et récupération de la phase aqueuse, celle-ci est alcalinisée
avec une solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (ou carbonate de sodium) jusqu’a
ne plus observer de dégazage et obtenir un pH=8-9. La phase aqueuse alcalinisée, susceptible
de contenir les alcaloides bases, est finalement extraite avec trois fois 50 mL de
dichlorométhane (qualité RPE, Carlo Erba, 30463003), pour extraire ceux-ci. Les phases
organiques rassemblées sont séchées avec du sulfate de magnésium anhydre (MgSQOa) (Merck,
105886), puis, apres filtration, le solvant est évaporé sous pression réduite, afin d’obtenir le

résidu « alcaloides totaux ».
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Extrait brut en suspension + eau

Acide sulfurique 0,5 M
Puis filtration

Eau + acide sulfurique +
composés en solution aqueuse

pH =2-3

Séparation liquide/liquide avec
acétate d’éthyle (100 mL x3)

Phase aqueuse

Hydrogénocarbonate de sodium
Alcalinisation pH = 8-9

Phase aqueuse +
alcaloides

Séparation liquide/liquide avec

Phase organique +
composés lipophiles

dichlorométhane ( 50 mL x3)

Phase aqueuse

}

Phase organique +
eau + alcaloides

Séchage

(Mg50,)

Phase organique +
alcaloides

l Evaporation
du solvant
Alcaloides

Figure 46. Diagramme de I’extraction « alcaloides totaux ».

e Méthode 12 : UHLPC-UV-MS

Des solutions a 10 mg/ mL des extraits a analyser sont préparées dans des vials de

chromatographie, par solubilisation dans du méthanol (qualité RPE, Carlo Erba, 30524102). Le

systéme et la méthode utilisés sont décrits ci-apres :
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Systéme : UHPLC -— systéme Vanguish — Thermo composé de :

Une pompe binaire VF-P10-A

Un passeur VF-A10-A

Un compartiment colonne VH-C10-A

Un détecteur a barrette de diodes VF-D11-A
Un spectrometre de masse ISQ-EC

Systeme piloté par le logiciel Chromeleon 7.2

Colonne : Phenomenex Gemini, C18, 3 um, 150 x 4,6 mm, 110 A :

Température de la colonne : 35°C

Eluant : eau (mQ) + 0,1 % d’acide formique (HPLC) / acétonitrile (UHPLC) + 0,1 % d’acide
formique (HPLC)

Débit : 0,6 mL/min

Gradient : 95:5 — 0:100 (50 min), 0:100 (17 min)

Concentration d’injection : 10 mg/mL

Volume d’injection : 10 pL

Les parametres de la méthode :

Détection UV-visible en 3D de 190 a 800 nm
Détection MS : gamme m/z : 100-1250

lonisations positive et négative

Temperature de vaporisation : 338 °C

Temperature du tube de transfert d'ions : 300 °C
Tension de la source pour les ions positifs : 3000 V
Tension de la source pour les ions négatifs : -2000 V
"sheath gas pressure™ : 56.9 psig

"aux gas pressure” : 6.5 psig

"sweep gas pressure” : 0.5 psig

"source CID voltage" : 20 V (CID collision-induced dissociation, a l'intérieur de la source :
collision avec les molécules d'azote du flux gazeux)

e Méthode 13 : Analyses statistiques

Les données sont exprimées comme la moyenne £ SEM de trois expériences indépendantes.
Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel GraphPad Prism version 6.0. Les
p-value sont calculés a partir d’une analyse de variance suivi du test de comparaison de

Bonferroni.
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Annexes

Les résultats de la recherche bibliographique (Chapitre 2) sont présentés en Annexe 1 et les
références citées sont listées dans la partie « Références ». Les résultats détaillés de I’analyse

UHPLC-MS de Tabernaemontana mauritiana en Annexe 2.
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Annexe 1. Activités biologiques des alcaloides.

Tableau 1. Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Structure (source) | Pathologie | Mécanisme d’action Modele Réf.
Phénéthylamine (protoalcaloide)
(Ephe draEgp??OIIEr;;Z draceae) Asthme Effet bronchodilatateur [1]
Benzyltétrahydroisoquinoléines
(—)-1(S)-Norcoclaurine Infection par le VIH
(Nelumbo nucifera, (VIH, Lentivirus, In vitro
Nelumbonaceae) Retroviridae) 2]
(+)-1(R)-Coclaurine Infection par le VIH
(Nelumbo nucifera, (VIH, Lentivirus, In vitro
Nelumbonaceae) Retroviridae)
1-Benzylisoquinoléines 19, Infection par le EBV Inhibition de la production de Cellule Raji, EBV-EA active par [3]
21, 22, 29, et 34 (virus Epstein Barr) protéine virale le 12-O-tetradecanoylphorbol-
e 13-acétate (TPA)
Inhibition de la phosphorylation de
ERK et p38
Pseudocoptisine Inhibition de I’activation de la voie In vitro, macrophage stimulé
(Corydalis turtschaninovii, Inflammation NF-kB ’ [4]
. . . . aux LPS
Fumariaceae) Réduction des niveaux des
médiateurs pro-inflammatoires
iINOS, COX-2, PGE2, NO et IL-6
Benzoylmesa(,:on_me, fuziline Maladie ca_\rdlaque Inhibition de la voie NF-kB In vitro, cellule HEK 293 [5]
et néoline coronarienne
Chélidonine Suppredsion_ de (lj’expre_ssior;] _elt de la _ _ " )
(Chelidonium majus, Asthme allergique _ pro uction des éosinophiles, In vivo, souris (modéle asthme) [6]
P éotaxin-2, IL-4, IL-3 et IL-17 des (5 et 1 mg/kg)
apaveraceae)

voies respiratoires
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Infection par le IAV

Régulation de I’expression de
TLR3/4/7 et des protéines TRIF,

In vitro, macrophages RAW

Amaryllidaceae)

circulant

Trolline . .
(Trollius chinensis, (virus de la grippe, TBK1, TAK], IKK, IRF3 264.7 [7]
Ranunculacea) Alphainfluenzavirus Regulation de la voie NF-xB (100 pmol/L)
Orthomyxoviridae Inhibition de la production de NO, H
IL-6 et TNF-a
L Infection par le virus de :
Dauricumidine . s . In vitro, cellule HepG2
(Hypserpa nitida Miers., I'hépatite B Inhibition dg_la pro_ductlon des transfectée (G2.2.15) [8]
) (Orthohepadnavirus, protéines virale J
Menispermaceae) . I1Cs50 = 0.450 mM
Hepadnaviridae)
Suppression des médiateurs pro-
inflammatoires NO, TFN-a, IL-6,
IL-1PB
Délavatine A Inhibition de I’expression de iNOS In vitro, cellules microgliales [9]
(Iris delavayi, Iridaceae) et COX-2 BV-2
Réduction de I’activation de la voie
NF-kB (via I’inhibition de la
phosphorylation de p65 et IkBa)
Réduction de la phosphorylation de
Fumigaclavine C IBa
(Champi gnon Aperaillus Athéroscléroses Inhibition de I’expression de In vitro, macrophage RAW [10]
pignon, Aperg TLR4/NF-kB p65 expression 264.7
fumigatus ??? . . .
Réduction de la production de
TNF-o
Infection par le VIH-1 S . .
Michellamines A, B and C et VIH-2 (Lentivirus, Inh|b|t|(_)n de la transcriptase . In V|tr_o [11]
. inverse virale In vivo, rat (ICso = 15-35 mM)
Retroviridae)
Galantamine
(Galanthus nivalis, Inflammation Réduction du taux de TNF-a In vivo, rat [12]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Protoberbérines

Berbérine
(Berberis sp., Berberidaceae

Infection par le CHIKV
(virus du Chikungunya,

Réduction de I’activation de la voie
MAPK induite par le CHIKV

In vitro, cellules BHK (BHK21
& BSRT5/7), cellule
d’ostéosarcome humain (cellule
HQOS), cellule embryonnaire de

et Coptis sp., Ranunculaceae)

Alphavirus, Réduction de I'inflammation | rein (cellule HEK), cellule Vero, | [1°]
Togaviridae) associée a I’infection fibroblaste humain
(1.25-20 uM)
In vivo, souris (10mg/kg)
Infection par le HCV
(Virus de I’hépatite C, Inhibition de I’entrée du virus par In vitro, cellule Huh 7.5 cells [14]
Hepacivirus, interférence par la protéine E2 (0-100 pM)
Flaviridae)
Infection par le virus , . . . In vitro, cellule cang:éreuse
respiratoire syncytial Réduction de !’actlvatlon de la voie (human aden(_)car(,:lnoma
(RSV MAPK depenqlan_te d_e p38 alveolar basal eplth_ellal cells et [15]
Paramyxovi'ridae) Inhibition de la réplication et de human larynx carcinoma cells)
I’infection (0.1-100 uM)
In vitro, fibroblaste humain
Infection par le Inhibition de la réplication virale (HFF) et fibroblaste
cytomegalovirus par interférence avec I’expression embryonnaire pulmonaire [16]
humain (CMVH) du géne E (HELF)
(25 and 100 uM)
Infection par les virus
Chikungunya (CHIKV), . . N
Semliki Forest (SFV) et R;eductlt?_n de la Synth?ﬁe d’ARN et In vitro, cellules BHK (0.1-10 [17]
Sindbis (SINV) e prot<|e|ne,s par interférence avec LM)
. a réplication virale
(Alphavirus,
Togaviridae)
Irz(imo;\ FI)_aernIteiv\i/rluHs,_l Inhibition de I"activit de la In vitro, Ilgneé I(::(E’"u'al re CEM- e

Retroviridae)

transcriptase inverse

(ECs = 0.13 mM)
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Infection par le IAV
(virus de la grippe,

Inhibition de ’infection via
I’inhibition de la maturation des

In vitro, macrophage RAW
264.7, cellules A549 et

Alphainfluenzavirus o protéines _ macrophage murin dérivé de la [19]
Orthomyxoviridae Inhibition de la production de moelle osseuse
TNF-a et PGE; (25 uM)
Infection par les virus Interférence avec la réplication
de ’Herpes 1 et 2 virale In vitro, cellule Vero [20]
(HSV-1 et HSV-2,
Infection par le .
cytomégalovirus Inhibition de la réplication virale In V';[(r:o’ (ieg%lg MI\I/TC'S [21]
humain (CMVH) (ICs0 = 0.68 uM)
Production de ROS In vitro, cellule cancéreuse
Cancer Inhibition de la voie NF-«B et des gastrique (SNU-5), (75 uM) [22]
MMP
Interférence avec le cycle cellulaire I n vitro, cellule cancereuse (Sharm_a,
Cancer Induction de I’apoptose épidermique (cellule A431) and Katiyar
(5-75 M) 2006)
Inhibition de la transcription de In vitro, cellule cancereuse du
Cancer COX-2 cblon [24]
(> 0.3 uM)
In vitro, cellule cancéreuse du
sein (cellules MDA-MB231 et
Cancer MCF-7) [25]
(3.125-100 uM)
Interférence avec les voies
PI3K/AKT et MAPK . lules thyroidi
Induction de I’apoptose In VI'[!’O, cellules thyroi iennes
Cancer cancereuse ou hon cancereuse [26]

Interférence avec le cycle cellulaire
(arrét au stade GO/G1
Inhibition de la migration cellulaire

(10-160 pM)
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Induction de I’expression de p21
Arrét du cycle cellulaire au stade

Inhibition de I’ostéoclastogenese et
résorption osseuse via RANKL
(NF-xB ligand)

In vitro, cellule HEK

G2/M In vitro, cellule cancéreuse du
Cancer Inhibition de ’activation de la voie cblon [27]
NF-kB (200 puM)
Inhibition de la prolifération des
cellules et induction de 1’apoptose
Inhibition de I’attachement du In vitro, (;]ellulg cancereuse
. facteur de transcription AP-1 umaine
Inflammation . ) : , . (1, 10, 100 uM) [28]
Régulation du niveau d’expression In vivo. rat
de COX-2 et PGez (i.p., 1, 5 or 10 mg/kg)
Augmentation de miR-23a
Inhibition de la phos,ph,orylatlon de In vitro, macrophage RAW
. ASK1/p38 mediée par \
Inflammation / 264.7 et macrophage modeéle
. . TLR4/TRA2 \ . : [29]
polyarthrite rhumatoide . . , . d’arthrite synoviale (AA-SM)
Réduction de I’expression des
. . . (25-75 uM)
cytokines pro-inflammatoires
(TNFa, IL-6 et IL-23)
Contréle du développement de la
maladie
Réduction de I’expression de TNF-
. .. a, IL-1p, IL-6, IL-17, VEGF In vivo, rats modé¢le d’arthrite
Polyarthrite rhumatoide (vascular endothelial growth (dose orale, 200 mg/kg) [30]
factor) (VEGF) et CD34
Inhibition de I’activation de p-
ERK, p-p38 et p-JINK
Interférence avec IkBa et la
translocation nucléaire de p65 Ex vivo, cellule primaire
Polyarthrite rhumatoide Inhibition des voies NF-xB et Akt ostéoblastique murine [31]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Polyarthrite rhumatoide

Réduction du niveau d’expression

Contréle des symptdmes de la PR

d’IL-6 et IL-17
Augmentation de 1’expression
d’IL-10 et TGF-B

(réduction de I’hyperplasie
synoviale, de I’inflammation, de
I’infiltration des cellules
inflammatoires)

In vivo, rat modéle d’arthrite
(75 et 150 mg/kg)

[32]

Goutte / Arthrite

inflammatoires (11-1B et TNF-a) et

In vitro
Suppression des cytokines pro-

des ROS intracellulaires
Augmentation de Nrf2 et de ses
enzymes antioxydantes (HO-1,
SOD1, GPx, NQO1 and CAT)
Diminution de / IL-1p, caspase 1,
NLRP3, TXNIP et Keapl
In vivo
Réduction de I’cedéme
amélioration du score arthritique,
de I’activité de 1’élastase articulaire
et réduction de la production des
cytokines pro-inflammatoires (I1-1p
et TNF-a)

In vitro, macrophage RAW
264.7
(25, 50 et 75 uM)
In vivo, rat (50 mg/kg)

[33]

Dysfonction
endothéliale

Inhibition de I’expression de LOX1

expression

Induction du stress oxydatif induit

par les LDL oxydées et TNF-a.

Induction de I’activation de NOX2,
MAPK/Erk1/2 et NF-xB

Inhibition de I’expression de

VCAM /ICAM

In vitro, cellule HUVEC
(5 uM)

[34]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Réduction de la production de
cytokines
Protection de I’intégrité et du
fonctionnement de la barriére
épithéliale intestinale

Attachement a I’ADN
Modifications épigénétiques

(150-300 UM)

Colite hémorragique Amélioration de Ia balance In vitro [35]
pro/anti-oxydant
Réduction de la réponse des
TreLrer €t augmentation de la
réponse des Trec
In vitro, cellule gliale
, . .. . intestinale, cellule dendritique
S . Régulation de I’inflammation L
Colite hémorragique : . - dérivée de la moelle osseuse, [36]
intestinale neurogénique et
cellule T, cellule épithéliale
intestinale
Interférence avec I’expression des . C
. . In vivo, souris diabétique non-
S cytokines pro- et anti- X
Diabéte . . . obese [37]
inflammatoires et/ou des cytokines (50, 150 or 500 mg/kg)
induites par les cellules Th1/Th2 ’ g’kq
Induction de I’expression de p21
Arrét du cycle cellulaire a la phase
G2/M In vitro, cellule cancéreuse du
Cancer Inhibition de I’activation de la voie cblon [27]
NF-xkB (200 M)
Inhibition de la prolifération
cellulaire et induction de I’apoptose
Interférence avec la structure In vitro, cellule HeLa infectée
cellulaire ; ; ;
Cancer par le papilloma virus humain [38]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Réduction de la quantité du
complexe IL-21R
Réduction de la production de
cytokines pro-inflammatoires
(TNF-o, IL-1p, IL-6, 1L-23)

Ex vivo, fibroblastes de rats
(modele AIA)

adipeux
Améliore 1’insulino-résistance

pendant 24 jours)

Polyarthrite rhumatoide Inhibition de PI3K In vitro, macrophage dérivé de [39]
Augmentation de PTEN la moelle osseuse
Augmentation de mTOR, IL-23, (15 - 45 uM)
NF-kB p65
Inhibition de la phosphorylation de
Akt et NF-xB p65
Régumation de la réponse
immunitaire et de la dégradation In vivo. rat modéle arthrose
Arthrose cartilagineuse via I’inhibition de la ’ (200 uM) [40]
voie TLR4/NF-«B et libération des H
complexes MD2/SP-D
Inflammation chronique Reduction ,o_lu niveau serique de In vivo, humain [41]
protéine C réactive
Inflammation des Inhibition Qe la ph_osphorylatlon et In vitro, cellule A549,
. de la dégradation de IxkB-a .
poumons / maladies . . fibroblaste (HFL1) et cellule de [42]
. Suppression de la production de
pulmonaires L . lymphome (U-937)
cytokines inflammatoires
Cancer Effets anti-prolifératifs In vitro, cellule A549 [43]
Inhibition de 1’activation des . . R "
_ N macrophage M1 dans le tissu In vivo, souris (modéle opesne)
Insulino-résistance (dose orale, 50 mg/kg/jour [44]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Palmatine

Amélioration de 1’état de la

(Fibraurea recisa Pierre,
Menispermaceae ;
Phellodendron amurense,
Rutaceae ;
Enantia chlorantha
Anacardiaceae ; Corydalis
yanhusuo, Fumariaceae ;
Coptis chinensis,
Ranunculaceae)
lodure de columbamine,

chlorure de jatrorrhizine,
chlorure de berbérine et
chlorure de coptisine

synovie
Suppression de 1’activation de p-
ERK, p-38 et p-INK
Réduction du niveau des cytokines
Polyarthrite rhumatoide pro"”r'Lffrgre"taltE'_rle;) (;'\\'/FE'O(;FIL'IB’ In vivo, rat (modéle darthrite) [45]
Inhibition des voies NF-xB et Akt
Inhibition de la formation et la
survie des ostéoclastes
Augmentation des niveaux d’1L-10
et TGF-B
Flavivirus, Flaviviridae | |, Inh}bmon del @ ttgche;ment, d.e In vitro, cellule Vero
ZIKV 1 entrée et de la repllca}tpn du virus (20-80 uM) [46]
Diminution de la stabilité du virus
Elavivirus In vitro, cellules Vero, A549 et
Elaviviridae ’YFV Inhibition de I’infection BHK [46]
’ (10-80 pM)
Infection par le VIH-1 - .
(Lentivirus, Inhibition (ijrtlevlsrgganscrlptase In vitro [47]
Retroviridae)
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Inhibition de la voie Rho/ROCK
Inhibition de 1’apoptose des

Nelumbonaceae)

Amélioration des fonctions rénales
Inhibition de la production d’IL-1§

In vivo, souris modéle de
hyperuricémie

Coptisine cellules cardiaques In vivo, rat modéle d’ischémie [48]
(Coptidis Rhizoma) Réduction des niveaux d’IL-1p, IL- (3, 10, 30 mg/kg)
6 et TNF-a et de I’inflammation
Effet cardioprotecteur
L , Lymphocryptovirus,
Protoberbérines (composés - - ,. . - . [3]
41, 47-49, 51, 52 et 55) OrthoheErgtiivmdae, Inhibition de I’infection In vitro, cellule Raji
Aporphines
Augmentation de caspase-3,
Norisoboldine ((+)- caspase-9, PARP-clivé, Bcl-2, Bax . .
Laurelliptine) Polyarthrite rhumatoide et p53 Exvivo, f" brot,)laste§ de rat [49]
. . , . modeéle d’arthrite
(Linderaaggregata ) Augmentation de 1’apoptose via la
voie intrinséque
Boldine (L, 10-0méthoxy-2, | cpoecesrol ot cirrh Activité invivo, rat rodele de girfiose et .
9-dihydroxyaporphine) olesterol et cirrhose Activité anti-fibrotique ypercholesterolemie [50]
(5, 10 and 20 mg/kg/jour)
In vitro, [51]
Oxoglaucine Inflammation Effets immunomodulateurs In vivo, souris
(1 et 2 mg/kg)
A Diminution du niveau d’acide In VItrQ, Ce,HUIe eplth_e liale
Nuciférine urique sérique tubulaire rénale proximale
(Nelumbo nucifera, Goultte / hyperuricémie d d humaine [52]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

(+)-Corytubérine
Démeéthylsonodione
7-
Formyldéhydrohernangérine
7-
Formyldéhydronornanténine
(+)-N-Formylnornanténine
Hernandonine
Hernanymphine
(+)-Hernovine
7-Hydroxy-6-méthoxy-1-
méthylisoquinoléine
(+)-N-Hydroxyhernangérine
(+)-Laurotetanine
(+)-Magnoflorine
N-Méthylcorydaldine
(+)-N-Méthylhernangérine
N-Méthylovigérine
(+)-Ovigérine
7-Formyldéhydroovigérine
(+)-N-
Formyldéhydroovigérine
(+)-N-Formylovigérine
N-Hydroxyovigérine
7-Oxohémagine
Thalifoline
(Hernandia
moerenhoutiana,Hernandia
nymphaeifolia and Hernanda
voyronii, Hernandiaceae)

Cancer In vitro [53]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Morphinanes

Inhibition de la voie ERK/Egr-1
Inhibition de a7nAChR

Ex-vivo, fibroblast-like

autoimmune

transcription T-bet - Inhibition de
iNOS

(i.p., 50, 100 ou 200 mg/kg)

Polyarthrite rhumatoide Inhibition des mécanismes liés a la | synoviocyte (FLS) of AIA rat [54]
Sinoménine (Cocculine) polyarthrite rhumatoide
In vitro, HUVEC (150pM-1
Cancer Inhibition de I’angiogenése mM) [55]
In vivo, souris (150uM)

In vivo, rat modéle d’arthrite

(traitement de longue durée en

it | RS ee e
Polyarthrite rhumatoide Amélioration des symptémes . [56]

arthritiques D)
Ex vivo, fibroblastes de rat
modeéle d’arthrite
(1Cs0 = 20.6 pg/mL)
Polyarthrite rhumatoide Réduction de I’hypersensibilité In vivo, souris modéle darthrite [57]
(40 et 80 mg/kg)
Activation de la signalisation via
Nrf2 In vitro, cellule HEK

Effet anti-oxydant (via enzymes) et (100 pg/mL) et macrophages

Fibrose rénale anti-fibrotique via TGF-p/Smad et RAW 264.4 [58]
Whnt-B-catenin In vivo, souris modele de fibrose
Réduction du développement de la (100 mg/mL)
fibrose
Dlmlm.llfﬁg 4dztl.|?§:|isésmn de In vivo, souris C57BL/6 [59]
] - Réduction de I’expression de In vivo. rat modéle

Encéphalomyélite I’interféron-y (via son facteur de d’encéphalomyélite [60]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Suppression de 1’expression d’1L-6,

In vitro, cellule cancéreuse de la

croissance cellulaire

Cancer PIGF, Daxx, HSP_2'Z, _ [61]
Inhibition de la prolifération synovie Hs701.T
cellulaire
Effets analgésiques In vivo, rat et souris [62]
Inflammation Amélioration dq statut In vivo, souris [63]
inflammatoire (1, 5, ou 10 mg/kg)
Bisbenzyltétrahydroisoquinoléines
Aromoline Infection par le VIH
(Stephania cepharantha, (VIH, Lentivirus,
Menispermaceae) Retroviridae)
Wariftéine _ , l_{éduc_tion de l’acti\{i\té des In vivo, sour!s
(Cissampelos sympodialis Asthr_ne, allerg!e éosinophiles et leucotriénes [64] (dose_orale, 5(_) pg/anlmgl) [64] [452,507,
Meni ’ chronique, rhinite Réduction de I’hyperactivité des In vivo, souris (inhalation, 2 508]
enispermaceae)
poumons [65] mg/mL) [65]
Inhibition de I’activation de de la
voie NF-kB activation (via IkBa)
Augmentation de Pexpression de | vitro cellule NRK-52E (2,4
Inflammation (lésions . _Ig proteine KIOthO. ou 8 uM)
) Inhibition de la production de - . [67]
rénales) . - - In vivo, souris
cytokines pro-inflammatoire et de (20 mg/kg/jour)
s I’infiltration des cellules
Néférine . .
inflammatoires
Améliore I’activité du foie
Augmentation de la
phosphorylation de p21 (Ser130) In vitro, cellule d’ostéosarcome
Cancer (ostéosarcome) via p38 humain [68]
Arrét du cycle cellulaire et de la (1-20 pM)
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Induction de la phase G1/S
Réduction de I’expression de c-
Myc et cyclines D1, D3 CDK4,

E2F-1

(6mM et 4 mM)

Cancer du foie Déphosphorylation de cdc2 In vitro, Hep3B [69]
Induction du stress de reticulum
endoplasmique
Induction de I’apoptose
Réduction de la sécrétion de TNF-
Hypoxie oo IL-6 et ILT8. In vitro, (,:e_llulle _monoculég du [70]
Amélioration de 1’équilibre rédox sang périphérique humain
intracellulaire
In vivo, rat modéle d’arthrite
. . Inhibition de la production de (dose orale ou injection sous-
Arthrite chronigue TNF-a et IL-1 cutanée 30mg/kg/jour — 80 [71]
mg/kg/jour)
Ex vivo, astrocyte de rat modéle
Amélioration de la survie d’hypoxie / ischémie [72]
cellulaire, de la balance rédox (pré-traitement, 0.1, 1, 10 et 20
uM)
Inhibition de ERK et NF-xB
Tétrandrine _ Rédl}CFif)Il de ’activité df: iNOS In vitr(_), cellule primaire
Glomérulonéphrite Inhibition de la production de mésangiale de rat (PRMC) [73]
médiateurs pro-inflammatoires (10pg/mL)
(NO, MMP-9)
Induction de I"apoptose via Ex vivo, cellule de cancer du
Cancer (c6lon) ’activation de p38 MAPK et cc“)lor; de souris (CT-26) [74]
ERK1/2
Cancer Induction de 1’apoptose In Vltr(%’_igl tjll\z)‘]urkat [75]
Inflammation Réduction du niveau d’IL-6 In vitro, [12]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Suppression des cytokines et

In vitro, monocyte

péroxydation des lipides et de la
migration/prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires

264.7

Cépharanthine Encéphalopathie induite | chimiokines inflammatoires (TNF- (0.1 pg/mL)
(Stephania cepharantha par le VIH (Lentivirus, a, IL-1pB, IL-6 et IL-8) Neuroblastoma [76]
Hayata, Menispermaceae) Retroviridae) Arrét de la mort cellulaire (0.04 et 0.2 pg/mL)
Inhibition des voies NF-B et In vitro, macrophage (RAW
. MAPK 264.7)
Inflammation Inhibition de la production de In vi (2‘5'1.0 “g{n)l‘) [77]
TNE-q et IL-6 n vivo, souris traitee au LPS
(i.p., Smg/kg)
Inhibition de la voie NF-«B In vitro, cellule des glandes
Syndrome de Sjogren et | Perturbation de la formation de la HRR
. 4 e salivaires [78]
maladies rhumatiques MMP-9 induite par TNF-o
(10 pg/mL)
Augmentation de la production de
ROS
Cancer Activation de JNK 1/2 In vitro, cellule HUH-7 (20uM) [79]
Induction de I’apoptose via la voie
intrinséque
Induction de 1’apoptose
Activation de la voie MAPK via In vitro, lignée cellulaire de
Cancer p38 (cellule Jurkat et K562) lymphome (cellule Jurkat et [80]
Activation de MAPK via ERK K562)
(cellule K562)
Cancer Induction de 1’apoptose In vitro, cellule Jurkat [75]
(5-15 uM)
Inhibition de iINOS et COX-2
Inhibition de la production de NO
et PGE; production .
Athéroscléroses Réduction de I’inflammation, de la In vitro, macrophage RAW [81]
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Tableau 1 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Maladies auto-immunes

Inhibition de 1’absorption des
antigenes par les cellules
dendritiques

In vitro, cellule dendritique

(0.01-10 pM)

. Inhibition de la maturation des [82]
et allergie cellules dendritiques (1 et Spg/mL)
Diminution des niveaux de I1L-6 et
TNF-a
Modulation de I’activité des
Maladies aigues et pompes membranaires
chroniques (leucopénie, Rigidification de la membrane [83]
morsure de serpent, cellulaire
xérostomie, alopécie) Interférence avec les voies de
signalisation AMPK et NF-xB
Infection par le virus de
I’hépatite B Inhibition de la réplication virale In vitro, cellule HepG2 [84]
(Orthohepadnavirus, peut-étre via la protéine Hsc70 (0.01-100 uMm)
Hepadnaviridae)
(Stel[:)%r;%(i:glgt):‘g]ne dra, Inflammation Réduction du niveau d’IL-6 (6m:\r)| \é![tzlor,nM) [12]
Menispermaceae) Inflammation Amélioration du statut In vivo, souris [63]
inflammatoire (1, 5, ou 10 mg/kg)
Phénéthyltétrahydroisoquinoléines
zc/ﬁiﬁgoznnfzr;?aﬂﬁ\s/’ Inhibition de I_a réplication virale In vitro, cellules Vero et A549
Céphalotaxine Flaviviridae, Virucide (20-80 uM)
(Cephalotaxus drupacea, Infection par les DENV [85]
Taxaeae) 1-4 (Virus de la Dengue I T . In vitro, cellule Vero (20-80
. Inhibition de la réplication virale
1-4, Flavirus, uM)
Flaviviridae,
Harringtonin_e . Al_phavirus, Inhibition de la réplication et de la " r\g;rgﬁlgilt:eu:jeu?nlt};czli “ 86
(Cephalo_traayasctew:er)r Ingtonia, TogaV|r|dSa:(la\,l\(/3 HIKV et synthése protéique virales squelettique humain [86]
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Tableau 1 (Suite et fin). Activités biologiques des alcaloides de type isoquinoléine.

Alcaloide de type tropolone dérivé de phénéthyltétrahydroisoquinoléine (proto-alcaloide)

Cancer In vivo, souris [87]
Maladies
inflammatoires Perturbation de ’activité des In vivo, humain (dose orale, 0.5 [88]
- dégénératives et cellules inflammatoires mg/personne)
Colchicine . .
immunologiques
Goutte, maladies
rhumatiques et [89]
cardiaques
Tableau 2. Activités biologiques des alcaloides de type indole.
Structure (source) Pathologie Mécanisme d’action Modéle Réf.
1-Méthoxycanthin-6-one In vitro, cellules cancéreuses
(Allanth_us altissima Swingle, Cancer Induction de I’apoptose HeLa, HUH7, NPA et ARO [90]
Simaroubaceae)
Indole-3-carboxaldéhyde S .
(Perilla frutescens (L.) Britt., . Inh|b|t|or_1 de la pr_oductlon de_ NO In vitro, macrophage (RAW
. Inflammation et cytokines pro-inflammatoires [91]
Lamiaceae) (TNF-o./ IL-6) 264.7)
e T Diminution de I’expression et/ou de . s .
De_rl\_/e de I\_/Ierldlanl_n C Obésité et maladies la phosphorylation de C/EBP-a, In vitro, cellule préadipocytaire
(Ascidie, tunicate Aplidium - . = 3T3-L1 [92]
- - métaboliques associées | PPAR-y, FAS, STAT3 et STATS5
meridianum, Polyclinidae) O . . (1, 5et 10 uM)
Inhibition de 1’adipogenése
Srami Cancer Inhibition Qe dlffergnte§ voies de In vivo, modéle hamster de
ramine signalisation : carcinogendse [93]
(Hordeum vulgare, Poaceae) . EGFR/PI3K/AKT/mTOR/IKK/NF- g
Inflammation (80 mg/kg)

kB et JAK/STAT3
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Tableau 2 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type indole.

Hippéastrine
(Amaryllidaceae)

Infection par le virus de

I’herpés 1 (HSV-1)
Simplexvirus,
Orthoherpesviridae

In vitro, cellule Vero

[94]

Néoechinuline A
(champignon Microsporum
sp., Arthrodermataceae)

Alzheimer

Diminution de 1’expression de
iNOS, COX-2
Inhibition de la production de ROS,
NO and médiateurs inflammatoires
neurotoxiques (TNF-a, IL-1B, IL-6
et PGEy
Interférence probable avec les voies
NF-xB and MAPK

In vitro, cellule microgliale active
« Ap42-activated BV-2 cells »
(25, 50 et100 uM)

[95]

Tabersonine
(Catharanthus roseus,
Apocynaceae)

Lésion pulmonaire
aigué

Inhibition de I’infiltration des
neutrophiles
Inhibition de ’activité de MPO
Inhibition de la production de TNF-
a, IL-6, IL-1B
Inhibition des voies MAPK et NF-
kB
Inhibition de I’activité de iNOS et
de la production de NO

In vivo, modele souris de lésion
pulmonaire aigué
(10, 20 et 40 uM)

[96]

Camptothécine
(Camptotheca acuminata,
Nyssaceae)

Infection par le IAV
(virus de la grippe,
Alphainfluenzavirus
Orthomyxoviridae

Inhibition de la synthese de
haemagglutinine et neuraminidase
Réduction de I’infection

In vitro, cellule BHK 21/13
(50 pM)

[97]

Infection par le VIH
(Lentivirus,
Retroviridae)

Réduction de ’infection

In vitro, cellule H9
(0.01-0.02 uM)
In vivo, souris (1 mg/kg)

[98,99]

Infection par le JC
polyomavirus
(Betapolyomavirus,
Polyomaviridae)

Réduction de la réplication virale

In vitro, cellule IMR-32 (0.1-10
HM)

[100]
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Tableau 2 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type indole.

Cancer Inhibition de la topoisomérase 1 [101-103]
In vivo, souris (dose orale, 30
Mitraphylline o . , mg/kg/jour)
(Uncaria tomentosa) Inflammation |nhIIbLI'[I10I’I de la production d'IL-1a, In vitro, cellule K65 et [104]
. -1pB, IL-4, IL-17 et TNF-a .
(Rubiaceae) macrophage murin
(1-100 uM)
Bisindole
Voacamine
(Voacanga africana, Alzheimer Effets neuroprotecteurs [105]
Apocynaceae)
Indolo-monoterpéniques
Vinblastine
(Catharanthus roseus, Cancer In vitro [87]
Apocynaceae)
Vincristine
(Catharanthus roseus, Cancer In vitro [103]
Apocynaceae)
Inhibition de IKKf
Inhibition of NF-xB
Inhibition des mécanismes pro- In vitro, macrophage dérivé de la
Ellipticine Inflammation inflammatoires via 1’inhibition de moelle osseuse [106]
COX-2, PGE,, iNOS, NO et IL-6 In vivo, souris
Augmentation de I’autophagie via
I’inhibition de p62
Augmentation de la production de
ROS In vitro, cellules cancéreuses de
Ellipticine Cancer Activation de ERK et INK I’endométre RL95-2 [107]
Activation de la voie MAPK (1-10uM)
Induction de I’apoptose
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Tableau 2 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type indole.

In vitro :
Diminution de la résorption osseuse
Vinpocétine (dérivé et du statut inflammatoire In vitro, macrophage dérivé de la
synthétique de la vincamine . In vivo : moelle osseuse
y(Perivxc}inkle plant, Vinca : Osteoporose Diminution de la perte osseuse In vivo, souris [108]
minor, Apocynaceae apres ovariectomie (0-20 uM)
Réduction de I’inflammation
Amélioration des symptdmes
Brucine
(Strychnos nux-vomica L., Cancer Réduction de I’angiogenése In vivo, souris [109]
Loganiaceae)
Brucine et Brucine-N-oxide Réduction de la perméabilité
(Strychnos nux-vomica L., Inflammation vasculaire In vivo, rat [66,110]
Loganiaceae) Inhibition de la production de PGE;
Infection par le virus de
17-Nor-excelsinidine, I’herpes (HSV)
Singaporentinidine Simplexvirus, .
(Alstonia scholaris, Orthoherpesviridae In vitro [111]
Apocynaceae) Infection par
I’adénovirus (ADV)
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Tableau 2 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type indole.

p-Carbolines

Monoacétylarénarine B
3-Hydroxymeéthyl--
carboline
Glusodichotomine AK
Arénarines A, B, D
Cordysinine C
7-Méthoxy-1-0x0-1,2,3,4
tétrahydro-B-carboline

In vivo, souris modele de fibrose
(50, 100 or 150 mg/kg/jour,

Retroviridae)

3-hydroxy-B-carboline Fibrose pulmonaire Inhibition de la voie NF-«xB via p65 pendant 15 jours) [112]
yaroxy- . In vitro, macrophage RAW 264.7
p-Carboline (acide et cellules A549
carboxylique) 1,2,3,4-
Tétrahydro-1,3,4-trioxo-f3-
carboline
Cordysinine E
(Arenaria kansuensis
Caryophyllaceae)
. . . In vitro, Vero et cellules de
Réducon t i otetion eROS | mabdomyossone (G 2
Entérovirus 71 (EV71) NE-«B uM, CCso= 500 pM)
Inhibition de la réplication virale | '™ VIV, souris (i.p., 12.5 pg/mL,
i.p injection)
Harmine Inhibition de la production de ROS [113]
. . Réduction de I’activation de NF-kB
(Peganum harmala, Infection par le virus de (via IKB-a. et p65)
Nitrariaceae ; Symplocos I’herpés 2 (HSV-2) LW o etpby In vitro, ECso = 1.47 uM and
. . . Réduction de I’expression des _
setchuensis) Simplexvirus, lecules infl . CCs0 =337.10 uM
Orthoherpesviridae _molécules inflammatoires
Inhibition de la phosphorylation de
p38 et INK
Infection par le VIH-1
(Lentivirus, Inhibition de la réplication virale In vitro [2]
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Tableau 2 (Suite et fin). Activités biologiques des alcaloides de type indole.

Infection par le virus de

Harmaline , \ . T .
(Ophiorrhiza nicobarica, 1 heI_’peS 1 (I_{SV-l) Interférence avec la réplication In V|_tro, ceIIu_Ie Vero (5ug/mL) [114]
. Simplexvirus, virale In vivo, souris (0.1-0.5 mg/kg)
Rubiaceae) o
Orthoherpesviridae
Flavopéréirine Induction de I"apoptose via l"arrét In vitro, cellule cancéreuse de
: pereiring du cycle cellulaire (phase GO/G1) : :
(Geissospermum sericeum et Cancer et de la voie de signalisation sein [115]
G. laeve, Apocynaceae) MAPK (15 pM)
4,8-Diméthoxy-1-vinyl-B- Réduction de I’expression de iNOS
carboline et COX-2 .
4-Méthoxy-1-vinyl-B- Inflammation Inhibition de I’activation de NF-xB In vitro, m?grg Fi%agﬁ/l?AW 264.7 [116]
carboline (Melia azedarach Réduction de la production de H
Meliaceae) PGE2 and NO
Amélioration des symptdmes In Vivo. souris
Inflammation (poids, température, dysfonction ' [63]
(1, 5 ou 10 mg/kg)
des organes, ...)
Evodiamine Amehora’qon _des fonctions
hepatiques In vivo, rat modéle de fibrose
Fibrose hépatique Diminution du niveau de o L et [117]
- . ; In vitro, cellule hépatique étoilée
médiateurs pro-inflammatoires et
fibrotiques
Carbazoles
Murrayanine . - . In vitro, cellules microgliales
(genre Murraya, Rutaceae) Inflammation Inhibition de la production de NO (EV-2), (ICs = 12.2 + 0.2 M) [118]
. Augmentation de I’activité de .
(msis;?ggisgﬁir;:e . Maladie osseuse JNK1, AP-1, protéase « like In V'tzibgﬂ rﬁ\i-)r?’E 1 [119]
Streptomyces gtau rospc.)reus Caspase-3 » et NF-xB
Streptomycetaceae) Inflammation Inhibition de IKKa et IKK Invitro, THf élnglhago =0.85and [120]
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Tableau 3. Activités biologiques des alcaloides de type quinolizine et quinolizidine.

Quinolizidines (octahydro-2H-quinolizines)

(EAE)

Augmentation du facteur
neuroprotecteur (BDNF)

(i.p., 200 mg/kg)

Structure (source) Pathologie Mécanisme d’action Modele Réf.
(+)-Oxysophocarpine, Infection par le virus de
(—)-Sophocarp_lne, I’hépatite B
(_)_13,g?:égﬁ%?g:éﬁo” dine (Orthohepaplr_lavirus, Réduction de la réplication virale [121]
(Sophora flavescens, Hepanaviridae)
Fabaceae)
Réduction de la production de ROS In vitro, cellule
Athérosclérose Réduction de I’expression de IL-6, HUVEC (human (50 [122]
MCP-1, VCAM-1 et E-selectin ou 100 uM)
Alopérine Induction de ’apoptose via la voie In vitro, cellule
(Sophora alopecuroides, Cancer intrinséque d’ostéosarcome [123]
Fabaceae) Diminution de I’expression de MMP- humain (Mg-63 et
2 et MMP-9 U20S)
Infection par le VIH-1 Inhibition de la fusion cellule-cellule | In vitro, cellule MT4 [124]
(Lentivirus, Retroviridae) Inhibition de I’entrée du virus (1,75 uM)
In vivo, rat
Activatation de la voie JAK2/STAT3 (50 ou 100 mg/kg)
Maladies cardiovasculaires Augmentation de I’expression de Ex vivo, [125]
HSP70 cardiomyocytes de rat
(200 ou 400 uM)
In vivo, souris
Matrine Ischémie cérébrale Réduction d;e,s_ dégéts_ entrainés par (i.p., 7,5,15et 30 [126]
ischémie mg/kg, pendant 7
(Sophora sp, Fabaceae) jours)
Fibrose cardiaque liée a une Inhibition de la voie TGF-f/Smad In vivo, rat [127]
cardiopathie diabétique Amélioration de la fibrose cardiaque (300 mg/kg/jour)
Inhibition du facteur de risque
Encéphalomyélite autoimmune (BACE-1) In vivo, rat [128]
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Tableau 3 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type quinolizine et quinolizidine.

Oxymatrine

(Sophora alopecuroides L, S.
flavescens et S. subprostrata,
Fabaceae)

Inhibition de la replication du virus

Régulation de I’inflammation via la In vivo, souris [129]
. . voie TLR4/NF-xB
Infection par le virus de clioration des fonctions In vivo, souris modéle
I’hépatite B Amé loration des fonc VIvo, sou
(Orthohepadnavirus, o |mmun!ta|_res_ _ |_nfect|on au HBV
Hepadnaviridae) |nh.IbItI(:)n de la repllcathn virale (@i.p., 22 6,7, et 20 [130]
Amélioration de la production d’TFN- | mg/kg/jour pendant 6
Y jours
Amélioration de I’activité du foie In vivo, homme [131]
Inhibition de I’expression de TLR3-
4/7, MyD88 et TRA6
Infection par le IAV (virus de la | Inhibition de I’activation des voies
grippe, Alphainfluenzavirus Akt, ERK1/2, p38 MAPK et NF-xB In vitro [132]
Orthomyxoviridae) Inhibition de I’expression des
cytokines inflammatoires et des
MMP-2/-9
In vitro, cellules
Arrét du cycle cellulaire Hl(\;cs:g’lz‘;: étAl—?fS%S
Cancer Réduction dulvolume et du poids de (30, 60 et 120 umol/L) [133]
a tumeur - .
In vivo, souris
(50 mg/kg/jour)
Inhibition de la phosphorylation de In vitro, cellules
EGFR gastrigues SGC7901 et
Cancer Inhibition de la prolifération, BGC823 [32]
migration et invasion cellulaire (20-80 pmol/L)
Augmentation des niveaux de Bax et ce:r?c\({elrt(ert?éeczltelljsfin
Cancer Bcl-2 [134]

Induction de I’apoptose

(MCF-7)
(25-100 pg/mL)
ug
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Tableau 3 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type quinolizine et quinolizidine.

Induction du stress oxydant et

In vitro, cellule
cancéreuse de

ihraon doopoeionec | e (s, o | 1%
poPp Mel-28, MM96L)
o .. . In vitro, cellule de
Cancer Inhibition de I"invasion et de la carcinome hépatique [136]
migration cellulaire humai
umain
Réduction de I’expression de IL-6 et
IL-8 .
Inhibition des voies NF-kB et MAPK In vitro
- e (10-100 uM)
. N Inhibition de la prolifération, . . \
Polyarthrite rhumatoide S : ' In vivo, souris modéle [137]
migration et invasion des cellules , .
, . X d’arthrite
Réduction des niveaux de IL-6 et (100 mg/kg)
TNF-a sériques gKg
Amélioration des symptomes
Réduction de TNF-o, IL-17A, ROR
yt (retinoic acid-related receptor yt) . \
. In vivo, rat modéle
Arthrite A“gme”tat'onbgstF%;<P3 (forkhead | .. thrite (25, 50 et [138]
Régulation de Treg/Th17 100 mg/kg/jour)
Amélioration des symptémes
Réduction de I’apoptose et du stress Invivo. rat
Ischémie/Hypoxie oxydant (120 m ' kg) [139]
Amélioration des symptdmes 9’kg
Régulation de la balance redox In vivo. rat
Ischémie/Hypoxie Réduction de I’apoptose ' [140]
P N (30, 60 et 120 mg/kg)
Amélioration des symptdmes
Inhibition de la production de
molecules pro-inflammatoires et pro-
Fibrose hépatique fibrotiques In vivo, souris modéle [141]

Inhibition de I’activation et de
prolifération des cellules pro-
fibrotique

de fibrose hépatique
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Tableau 3 (Suite). Activités biologiques des alcaloides de type quinolizine et quinolizidine.

Réduction de la production et du
dép6t du collagéne dans le foie
Augmentation de 1’expression de

In vivo, rat modéle de

Fabaceae)

Réduction de I’expression de iNOS
et COX-2 expression
Inhibition de la production de NO,
TNF-a et 1L-6

(50 et 100 pg/mL)

Fibrose hépatique Smad 7 fibrose (10 mg/kg) [142]
Inhibition de TGF-B1, Smad 3 et
CREB
Rédu(:?izlr? I(;ueznn?\?ellilzci?allanine In vivo, rat modéle de
Fibrose hépatique aminotransférase, aspartate @ ;'grzssgeggtﬂuli ) [143]
aminotransférase et glutathion " 9’xg
Inhibition de la voie MAPK (via . ul
_ _ ERK 1/2 et p38) Ex vivo, cellule de rat
Fibrose cardiaque o R (1,89x10°*%, 3,78x10* [144]
Inhibition de I’activité des cellules ,4
pro-fibrotiques 6t 7,56x10™" mol/L)
Inhibition de I’activation de p 38 I Vivo. souris
Lésions renales aigues MAPK (12,5, 25 et’ 50 mg/kg) [145]
Inhibition de la production de TNF-a. ™ 9’kg
. A In vivo, souris
Mastite Inhibition de la NF-xB et MAPK (30, 60, 120 mg/kg) [146]
Colite ulcéreuse Inhibition de la voie PIBK/AKT In vivo, souris [147]
Oxymatrine et matrine Inflammation . .A.C tivite antloxydante, In vitro [66]
Inhibition de la cyclooxygénase
. . . ) In vitro, macrophage
Oxymatrine et matrine Colite ulcéreuse RAW 264.7 [35]
Inhibition de la voie NF-xB (via
inhibition de la phosphorylation de
Sophocarpine IkB phosphorylation) p38 MAPK et In vitro, macrophage
(Sophora alopecuroides, Inflammation INK RAW 264.7 [148]
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Tableau 3 (Suite et fin). Activités biologiques des alcaloides de type quinolizine et quinolizidine.

Inhibition de la voie NF-xB via
TLR4 et IxkBa

In vitro, cellule A549
(10, 20 et 40 pg/mL)

(Myrioneuron faberi,
Rubiaceae)

Flaviridae)

74

Lesions pulmonaires Inhibition de la production de TNF- In vivo, souris [149]
a, IL-1p, IL-6, IL-8 (12.5, 25 et 50 mg/kg)
Améliore les fonctions cardiaques et
les symptomes
Inhibition des voies NF-kB et MAPK
(via p38 / INK) phosphorylation
Réduction de la production de In vivo. rat
Ischémie molécules pro-inflammatoires (TNF- (15 et 30 r’ng/kg) [150]
o, IL-6, IL-10)
Réduction de I’infiltrations des
neutrophiles
Réduction de I’activité de la
myélopéroxydase
Infection par le virus de Réduction de I’infection In vitro. cellule
I’hépatite B Régulation des niveaux de p38 HepG,2 515 [151]
Sophoridine (Orthohepadnavirus, MAPK, TRAF6, ERK1, NLRP10 et (0,4-1 6.rﬁM)
(Sophora flavescens Aiton et Hepadnaviridae) caspase-1 T
Sophora subprostrata, . , . In vitro, cellule Vero
Fabaceae) Infection par | enterovirus 71 (pré-traitement et co-
(EV71) (Enterovirus, Inhibition de 1’attachement du virus . [152]
Picornaviridae) traitement (> 250
Hg/mL)
Octahydroqguinolizine a noyau cyclohexane fusionné (COHQ)
p-myrifabral C (1), a- Infection par le HCV (Virus de .
myrifabral C (2) I’hépatite C, Hepacivirus, Inhibition de la réplication virale In vitro, CCso/ECs0 = [153]
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Tableau 4. Activités biologiques des alcaloides de type terpénique.

Structure (source) Pathologie Me,c anisme Modéle Réf.
d’action
Monoterpéniques
Inhibition des voies MAPK
Protostémonine - e NF-xB In vivo, souris modele de pneumonie
e Lésions Reduction des ’
(Stemona sessilifolia, ulmonaires aigiies niveaux des (20 mg/kg)
Stemonaceae) (type P / maladi 9 [154]
monoterpénoide Mmafadies composants pro- Ex vivo, macrophage dérivé de la
pyrrolidine) respiratoires inflammatoires moelle osseuse (3-100 pM)
(TNF-o, IL-1p, IL-6,
iNOS et NO
Protostémonine ((52)-4- Inhibition de In vivo, souris modéle d’asthme (100
Méthoxy-3-méthyl-5- I’inflammation intra- pg/souris)
furan-2(5H)-one) Asthme pulmonaire In vitro, macrophage dérivé de la moelle [155]
(Stemona sesslifolia, Amélioration de I’activité 0sseuse
Stemonaceae) des poumons (3-100 uM)
Diterpéniques
Composés 1 et5 Infection par le IAV
Aconitum tanguticum (virus de la grippe) ICs0=2,9 ug/mL [156]
(Maxim.) Stapf. Alphainfluenzavirus ICs0 = 2,4 ug/mL
Ranunculaceae Orthomyxoviridae)
Inhibition de
I’expression de
. . P2X7 . - .
Bullatine A Maladies , . In vitro, lignée cellulaire de cellules
. P Réduction des . . .
(genre Aconitum, neurodégénératives et [EDONSES DIO- migrogliales murines (BV-2) [157]
Ranunculaceae) arthrites P P (1-50 uM)

inflammatoires et de
la mort
cellulaire/apoptose
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Tableau 4 (Suite et fin). Activités biologiques des alcaloides de type terpénique.

Benzoylmésaconine

Maladie cardiaque

Inhibition de la voie

Ii\ll,lézoﬂlli?]i coronarienne NE-xB In vitro, cellule HEK 293 [5]
Stéroidiques
Jervine Suppression de In vivo, rat (dose
(Veratrum album, Inflammation TNF-a, TL-18, orale, 50, 100, 200 [158]
Liliaceae) MPO et LPO et 400 mg/kg)
e Inhibition de la
"\“/gftri'j‘i'r']ge’ voie MAPK (via _
Délavine ét ERK 1/2, p38 In vitro,
Péimisine Inflammation JNI\PQg;}:”K) macrogtgigg RAW [159]
(Fritillariae cirrhosae A )
bulbus = 6 Fritillaria sp., Reduction de la (1-40 uM)
Liliaceae) production de NO,
TNF-a et IL-6
Solasodine c Igrolg)'(tmg:aeséaet In vivo, rat modéle
(Solanum trilobatum, Inflammation yde Ia)\//%ie 5. d’arthrite [160]
Solanaceae) . ; (75mg/kg)
lipoxygénase
In vivo, souris
Vératramines A-H . . . modele
(Veratrum taliense, Inflgrgmsalron / Redzgﬂ:)enu;je la d’inflammation / [161]
Liliaceae) douleur, (i.p., 1
mg/kg)
Sesquiterpénique
Inhibition de In vitro, cellules HEK293
Huperzine A l’acéty_lch(_)linestérase et PC12
(Huperzia serrata, Alzheimer / démence Idn,h'b'élon dedla (0’01f10 HM) [162]
Lycopodiaceae) ,egr’a ation de _Invivo, rat
I’acétylcholine (i.p., 0,2 mg/kg
Effet protecteur pendant 12 jours)

190



Tableau 5. Activités biologiques des activités de type quinoléine.

Apocynaceae)

Inhibition de COX-2 et de la
production de mPGES-1

(co-traitement, 2.5-20 uM;
pré-traitement, 10 et 20 uM)

Structure (source) Pathologie Mécanisme d’action Modele Réf.
Ascididémine et son
analogue 2-bromo Cancer [163]
Acridone
Infection par le virus de
I’herpés 1 (HSV-1)
Simplexvirus,
Citrusinine-I Orthoherpesvir_idae o EDso = 0.56 ng/mL
(Citrus sp, Rutaceae) Infection par le virus de Inhibition de la synthése d’ADN EDso = 0.74 ng/mL [164]
’ I’herpés 2 (HSV-2) EDso = 1.5 pg/mL
Infection par le
cytomegalovirus
humain (CMVH)
Aminoguinoléines
Réduction de I’infiltration des
Chloroquine Périodontite cellules inflammatoires [165]
Réduction de la résorption osseuse
Inflammation. maladie Réduction de la différenciation des _
. | - cellules T In vitro, cellule T CD4+
Chloroquine, amodiaquine immunologique Réduction de niveau de produits par primaire [166]
(polyarhtrite les cellules T (10 uMm)
rhumatoide, cancer, ...) , . - nlo H
Réduction de I’inflammation
Indoloquinoléine
Inhibition de la production de TNF- In vitro. cellule de
Cryptolépine : : o IL-6 et PGE2 neuroblastoma (SK-N-SH)
(Cryptolepis sanguinolenta, Neuroinflammation Inhibition p38 MAPK [167]
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Tableau 5 (Suite et fin). Activités biologiques des activités de type quinoléine.

Tétrahydroquinoléine

Antidesmone

Lésions pulmonaires

Inhibition des voies NF-xB et
MAPK

In vitro, macrophage RAW264.7

(Ajuga decumbens Thunb, aigues Réduction de la production de . (15, 3.0 et 60 M) [168]
Labiatae) 9 molécules pro-in%lammatoires In vivo, souris (2, 4 et 8 mg/kg)
Décahydroquinoléine
Isomyrionine (12- Infection par le HCV
(I\jl’;‘ﬁ':gg:ﬁgg '}gt':})ri, (Vlmsed;aiil\l/?fjste = Inhibition de I'infection In vitro [169]
Rubiaceae) Flaviridae)
Quinolones
Buchapine
(Haplophyllum bucharicum, Infection par le VIH-1
Haplophyllum. tuberculatum (Lentivirus, In vitro [170]
and Euodia roxburghiana, Retroviridae)
Rutaceae)
N-Méthylcorydaldine
(Hernandia
moerenhoutiana,Hernandia Cancer In vitro [53]
nymphaeifolia and Hernanda
voyronii, Hernandiaceae)
Furoquinoléines
In vitro, cellules HCT116, HelLa
Dictamnine Réduction de la transition des et AS49
(Dictamnus dasycarpus Cancer (10, 30, 100 puM) [171]
cellules - .
Turcz, Rutaceae) In vivo, souris
(50 ou 100 mg/kg)
Dictamalkoside A
Dictamalkoside B In vitro,
Haplopine Inflammation Inhibition de la production de NO [172]

(Dictamnus dasycarpus
Turcz., Rutaceae)

Macrophage RAW 264.7
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Tableau 6. Alcaloides de type benzophénanthridine.

Structure (source) Pathologie Mécanisme d’action Modele Réf.
Inhibition de la transcription . _
VIH inverse In vitro, ICs=1 uM [2]
Réduction de I’activité des . L .
MU 2619 Prosnonyaon | 1, [0 ceulte
Nitidine (chlorure) (Toddalia Cancer if:g;ﬁ; d‘g?,r;ét'i\cﬁépcﬁ (0,1-10 uM) [173]
asiatica, Rutaceae ; Zanthoxylum In vivo, souris (5 mg/kg/jour)
nitidium, Rutaceae) _RHOA, Racl et AP-1
’ Inhibition des voies MAPK et NF-
kB .
Inflammation Réduction du niveau d’expression In vitro, macrophage RAW 264.7 [174]
: ; . (1-5 uM)
de cytokines pro-inflammatoires
(TNF-o, IL-1p, IL-6)
Chlorure de fagaronine et
chlorure de nitidine VIH [47]
Activation des caspases et de
la voie MAPK In vitro, cellules cancéreuses
L Cancer Augmentation de 1’expression pulmonaires (A549) (1, 2,5 et [175]
Sanguinarine
9 ) de MKP-1 5 uM)
(Sanguinaria canadensis, . ,
. Augmentation de 1’apoptose
Argemone mexicana, o - -
Diminution du marqueur de In vitro, cellules cancéreuses de
Papaveraceae) e ! ;
Sanguinarine Cancer _ p_rollferatlop Ki67 _ mt_alanome [176]
(Sanguinaria canadensis Activation des voies MAPK et In vivo, souris (dose orale, 5
g \ ' JAK-STAT (Akt) mg/kg/jour)
Argemone mexicana, Effet angiogénique via
Papaveraceae) . glogenig In vitro, cellule endothéliale
I’inhibition de la . -
Cancer . microvasculaire (HMVEC) et [177]
phosphorylation de Akt et p38
. cellule A549
via VEGF
Sanguinarine et Chélérythrine
(Papaveraceae, Fumariaceae, Inflammation Diminution de I’expression de In vitro, macrophage (0,5 [178]

Rutaceae, Ranunculaceae et
Meliaceae)

CCL2, IL-6 et IL-1RA

HM)
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Tableau 6 (Suite et fin). Alcaloides de type benzophénanthridine.

Induction la translocation
nucléaire de la sous-unité p de
. NF-xB (p65) In vitro, cellule HeLa
Inflammation Accumulation du GR dans le (1 et 10 uM) [179]
noyau et diminution du GR
cytosoligue
Inflammation Inhlb%tliﬁ?_ gellL?gpe 1C[e|s\|s (1)0 n de In vivo, souris [180]
Chélérythrine . . . . In vivo, souris (i.p., 1 et 5 mg/kg)
Inflammation Regulation Qe COX-2 et réduction In vitro, macrophage (0,0001 a 1 [181]
du niveau de PGE>
Hg/mL)
Tableau 7. Activités biologiques des alcaloides de type pyridine.
Structure (source) Pathologie Mécanisme d’action Modéle Réf.
5,6-dihydro-2(1H)- Infection par le virus de
pyridinone I’hépatite B S T . In vitro, cellule Hep G 2.2.15
(Piper longum, (Orthohepadnavirus, Inhibition de la replication virale (S1=15,7 et 16,8 uM) [182]
Piperaceae) Hepadnaviridae)
Nicotine Infection par le virus , ) ,

abac, Nicotiana e I’herpés - . n vitro

(Tabac, Nicoti de herpes 1 (HSV Reducti/(i?u(sleall ztézlcllllﬁglent du Invi [183]
tabacum, Solanaceae) 1) Simplexvirus,
Orthoherpesviridae
Arécoline Fibrose sous- Activation de la voie MAPK et Ex vivo, mucosalfibroblaste
(Areca nuts, Arecaceae) muaueuse buccale augmentation du facteur HIF-1a buccal humain [184]
’ g (hypoxia-inducible factor-1 o) (10-160 pg/mL)
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Tableau 7 (Suite et fin). Activités biologiques des alcaloides de type pyridine.

Inflammation du

Inhibition de la voie TLR4/NF-xB
Inhibition de ’activité de

In vivo, rat

Trigonelline I’acétylcholinestérase . [185]
cerveau Réduction du stress oxydant (20, 40 et 80 mg/kg/jour)
Réduction du déclin cognitif
Sesquiterpéne Pyridine
Triptonine A/B/C
(Tripterygium hypoglaucum,
T. wilfordii, Celastraceae)
Wilfordinines A/B/C Infection par le VIH
(Tripterygium hypoglaucum, (Lentivirus, Inhibition de I’infection In vitro [2]
T. wilfordii, Celastraceae) Retroviridae)
Hypoglaunines A/B
(Tripterygium hypoglaucum,
T. wilfordii, Celastraceae)
Triptonine A/B Infection par le VIH Inhibition de la transcription .
o (Lentivirus, : In vitro [2]
(Toddalia asiatica, Rutaceae) . inverse
Retroviridae)
Aquifonine E Infection par le HCV
gurtonine & (Virus de I’hépatite - e In vitro, Huh 7.5 (ECso = 2.3 [186]
(Maytenus ilicifolia, . Inhibition de la réplication virale
C, Hepacivirus, UM)
Celastraceae) Flaviridae)
Pyridinium
Spongidines A-D
(Eponge marine, Maladie rhumatique Inhibition de lactivité de la PLA2 In vitro, fibroblaste humain [187]

Petrosaspongia nigra,
Thorectidae)

synoviale
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Tableau 8. Activités biologiques des alcaloides de type pipéridine.

Structure (source) Pathologie Mécanisme d’action Modele Réf.
Erythro-1-[1-0x0-9(3,4-
méthylenedioxyphényl)-8,9-
dihydroxy-2E-nonényl]-
pipéridine

Threo-1-[1-0x0-9(3,4-
méthylenedioxyphényl)-8,9-
dihydroxy-2E-nonényl]-
pipéridine

Infection par le virus de
I’hépatite B
(Orthohepadnavirus,
Hepadnaviridae)

Inhibition de la réplication virale In vitro, Hep G 2.2.15 [182]
3B,4a-Dihydroxy-2-
pipéridinone

Pipérine
(Piper nigrum, Piperaceae)

Arrét du cycle cellulaire a la phase

G2/M In vitro, cellule HOS
Augmentation de TIMP-1/2 (ICs0 =72 uM)
Cancer Diminution des MMPs 2 et 9 Cellule U20S [188]
Pipérine Inhibition de la prolifération et de (ICs0= 126 uM, 25-200 uM)
(Piper nigrum, Piperaceae) I’invasion des cellules cancéreuses
Réduction des niveaux de TNF-o,
. IL-1B, TBARS et NOX In vivo, rat modéle d’arthrite
Arthrite Réduction de I’expression de NF- (dose orale, 20 mg/kg) [189]
kB p65
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Tableau 8 (Suite et fin). Activités biologiques des alcaloides de type pipéridine.

Restauration de la fonction
cholinergique, de la balance redox
Réduction de I’inflammation

In vivo, souris

Déficience cognitive Réduction de (2,5, 5 ou 10 mg/kg) [190]
I’hyperphosphorylation de la
protéine Tau
Réduction de la migration cellulaire In vitro, cellule dendritique
Réduction de I’activité des cellules dérivée de la moelle osseuse [191]
Réduction de la production d’IL-6, In vivo, souris
TNF-o et MCP-1 (100 uM)
ol Infection par le IAV Augmentation des niveaux de INF-
Homonojirimycine ) . . .
(Commelina communis (V|rus_ de la grippe, , _ yet IL-10 In vivo, souris [192]
. : Alphainfluenzavirus Réduction des niveaux de TNF-a et (dose orale, 1 mg/kg)
Commelinaceae) 0 -
rthomyxoviridae IL-6
Inhibition de I’activation de COX-
2, MAPK/ERK et NF-xB
Cassine Inflammation et Réduction de la production des In vivo, souris mod¢le d’arthrite [193]
(Senna spectabilis, Fabaceae) neuropathie cytokines et chimiokines (dose orale, 3-60 mg/kg)
Inhibition des réponses
nociceptives et inflammatoires
Tableau 9. Activités biologiques des alcaloides de type indolizidine.
Structure (source) Pathologie Meécanisme d’action Modéle Réf.
Inhibition de la a-galactosidase
. . Altération de la glycosylation de la
(Castanospermam averale, | (VIHh Lontvirus, protéine gp120 Invitro, ICs =5 M 2
' ’ ' Inhibition de 1’attachement du virus

Fabaceae)

Retroviridae)

a la cellule hoéte

Inhibition de la réplication virale

In vitro, ICso =5 uM
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Tableau 9 (Suite et fin). Activités biologiques des alcaloides de type indolizidine.

Infection par SINV,
SFV et CHIKV A .
. . Inhibition de la traduction des
Lycorine .Igg‘é';b?xg:g) protéines virales [194]
Phénanthroindolizidine
. Infection par le VIH S "
—)-Antofine L Inhibition de la transcription .
(Crypgogarya chinensis) (VIH, Lentivirus, inverse P In vitro, 1Cs=1.88 mg/mL [2]
Retroviridae)
Tableau 10. Activités biologiques d’autres classes d’alcaloides.
Structure (source) Classe Pathologie Mécanisme d’action Modéle Réf.
Oleracone Redudcglr?]r:)%illjellep;ro?g_ctlon In vitro, macrophage RAW
(Portulaca oleracea Pyrrole Inflammation infl ; NF()D IL-6 264.7 [195]
L, Portulacaceae) inflammatoires (NO, 1L.-6, (50 uM)
' TNF-a, PGE2)
Infection par les virus Inhibition de la synthése " VItr(O>,2C5e|r:l|</II§ vero
Anisomycine Pyrrole DENV et ZIKV , - ynin - . [196]
(Flavirus, Flaviviridae) d’ARN et protéique virale In vivo, souris
’ (4 mg/kg/jour)
Baculiférines C, E,
(E’ E);n F:e’ gaitinl\; Infection par le VIH-1
plotrgochota ’ Pyrrole (Lentivirus, In vitro, MT4 and MAGI cells [197]
. Retroviridae)
baculifera

lotrochotidae)
Feruloylhistamine

(Ephedra sp, Imidazole Lésion hépatiques In vitro [198]

Ephedraceae)
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Tableau 10 (Suite). Activités biologiques d’autres classes d’alcaloides.

Inhibition de ’activité des
enzymes clés (iNOS, COX-
2)

Réduction des niveaux des

In vivo, rat modéle de la maladie

inflammatoires

Maladie de Crohn [199]
Epiisopiloturine Imidazole infl(;%mn?:tsoa:?éz F()IrE:IB, de Crohn (1 mg/kg)
glutathione (GSH) and
malondialdehyde (MDA)
Inflammation Inhibition of IKKa et IKKp In vitro, THP-1 (ICs0 = 0,85 et [12]
1,6 mM)
4-Butyl-2-chloro-5-
formyl-1H-
I(Jmaltdr ?)zpohlz Imidazole Cancer [200]
curcas L.,
Euphorbiaceae)
Inhibition de p38 MAPK et .
Caféine NF-kB (via IkBa) In vitro, mazct:arzr;hage RAW
(Caféier, Coffea Base purique Inflammation Réduction des niveaux de In vivo pois:son sebre [201]
sp.) NO, iNOS, IL-3, IL-6, IL- (106_1200 LM)
12 et COX-2
Theacrine (Acide 1, Effet anti-inflammatoire, . .
3,7, 9- Stéatose hépatique non analgésiques In vivo, souris (dose orale, (8-
tétraméthylurique), | Base purique . . ) 32mg/kg) [202,203]
; alcooligue Inhibe la stéatose et .
(Camellia kucha, I : . In vitro, cellules HepG2 et L-02
inflammation du foie
Theaceae)
Augmentation du niveau de
Théophylline médiateurs anti-
(“Viridis tea “ et inflammatoires (IL-4, IL-10
Camellia Base purique Colite ulcéreuse et SOD) In vitro [35]
crassicolumna, Diminution du niveau des
Theaceae) médiateurs pro-
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Tableau 10 (Suite). Activités biologiques d’autres classes d’alcaloides.

Héricirine — .
(fungus Hericium _ _Inh|b|t|on des niveaux de _
. . . Inflammation INOS, COX-2, NO, PGE;, | In vitro, macrophage RAW264.7 [204]
erinaceum, Isoindolinone
. TNF-a, IL-6 et IL-1p
Hericiaceae)
Isohéricénone,
Isohéricérine, In vitro, cellules cancéreuses
et Erinacérine A . . (HCT-15, SK-MEL, SK-OV-3
(fungus Hericium Isoindolinones Cancer ot A549)
erinaceum (ICs0 =1.9-21 uM)
Hericiaceae)
Chartarutines B, G
et H (Eponge
marine associée a Infection par le VIH-1
des champignons, | Isoindolinones (Lentivirus, Inhibition de I’infection In vitro [205]
Stachybotrys Retroviridae)
chartarum,
Stachybotryaceae)
Régulation de la
Déoxyvasicine neuroinflammation et de la In Vivo. souris
(Peganum harmala | Quinazoline Amnésie balance rédox (5, 15 et 1’15 ma/kg) [206]
Linn, Nitrariaceae) Amélioration du k 9’kg
fonctionnement cerebral
(?[:/)g]r?;elari?;ilr?s Alcaloide de . . . Inhibition de NF_KB.’ de In vitro, fibroblaste humain
. ’ type Maladie rhumatique iNOS et de la production de o [187]
Axinella verrucosa, pyrroloazépine PGE? (ICs0=1mM)
Axinellidae)
Rohitukine Inhibition de la voie NF-kB
_(Dysox_ylum Alcaloide de Maladies intestinales , (vi_a IkB-a et p65) _ In vitro, J774A. 1 macrophages [207]
binectariferum, type chromone Réduction de la production In vivo
Meliaceae) de NO, PGE2, IL et TNF-a
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Tableau 10 (Suite et fin). Activités biologiques d’autres classes d’alcaloides.

Epigoitrine
(Isatis indigotica,
Brassicaceae)

Oxazolidine

Infection par le IAV
(virus de la grippe,
Alphainfluenzavirus
Orthomyxoviridae

Inhibition de I’attachement
du virus et réplication

In vitro, cellule rénale canine
(Madin-Darby canine kidney) et
cellule HelLa

[208]
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Annexe 2 : Analyses HPLC-UV-MS de I’extrait AT de I’espéce Tabernaemontana mauritiana
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