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I. INTRODUCTION
1. Choix du sujet

J’ai toujours été passionné par I’apprentissage de la botanique, de la zoologie et bien sir de la
mycologie appliquée (notamment aux campagnes et foréts de la Suisse normande). Au cours
du lycée et de mes années de premier cycle d’études de Pharmacie c’est tout naturellement que
j’ai développeé une affection prononcée pour les sciences du vivant (sans pour autant n’avoir

aucune appétence pour les autres enseignements).

C’est donc des la deuxiéeme année que j’ai entrepris d’effectuer un Stage d’Initiation a la
Recherche (SIR). Compte tenu de mes centres d’intérét et de mes disciplines de prédilection, je
me suis spontanément tourné vers le Professeur David Garon. Ce dernier m’a incité a échanger
avec le Docteur Jean-Philippe Rioult avec qui il proposait un sujet portant sur le Chaga
proposant une approche multidisciplinaire combinant mycologie de terrain, pharmacognosie et
toxicologie. J’ai d’emblée été séduit par cette thématique transversale qui m’a ouvert les portes
de la recherche et a tracé la voie que j’allais suivre les dix années suivantes. Je suis par la suite

retourné au laboratoire poursuivre mes travaux sur le Chaga a deux reprises :

e Dans le cadre de la validation de mon Master 1 de Microbiologie

e En stage libre avant le passage du concours de I’internat pour terminer mes essais

Ce travail original mélant étude de terrain et travaux au laboratoire m’a réellement permis de

m’épanouir et de décloisonner ces approches qui me semblent a I’heure actuelle indissociables.
2. Unité de Recherche (1)

L’unité de recherche Aliments, Bioprocédés, Toxicologie, Environnements (UR ABTE) a été
créée en 2012 sous la double tutelle des universités de Caen et de Rouen. Son programme
scientifique porte sur la qualité des aliments et des environnements et leurs impacts sur la santé

humaine :

e Qualité des aliments : étude des écosystemes alimentaires (notamment produits laitiers
et cidricoles) par une approche pluridisciplinaire pour comprendre le développement de
fonctionnalités positives et négatives qui en déterminent la qualite.

e Qualité des environnements aquatiques et aériens : caractérisations physico-chimique et

microbiologique, transfert des polluants, synthése et/ou valorisation d’écomatériaux.



e Toxicologie de I’environnement : toxicité cardio-respiratoire et cutanée, cancérogenése,

biomarqueurs d’exposition et impacts sanitaires.
L’UR ABTE est structurée en trois équipes internes :

e Ecoprocédés, Transferts vers I’Environnement et les Aliments (ECOTEA)
e Matrices ALImentaires et Microbiotes (MALIM)

e Toxicologie de ’Environnement. Milieux Aériens et Cancers (TOXEMAC)
3. Equipe d’accueil (2)

L’équipe ToxXEMAC s’intéresse a I’impact des polluants aériens sur la santé humaine. La
pollution de I’air est un probléme de santé publique majeur et serait responsable, au niveau
mondial, de sept millions de décés prématurés par an. Ces derniéres estimations de I’OMS
placent la pollution de I’air comme risque environnemental principal pour la santé, responsable
de I’apparition de pathologies respiratoires, du développement de pathologies cardiovasculaires

et de cancers. Dans ce contexte, les objectifs scientifiques de I’équipe visent a :

e Investiguer les mécanismes de toxicité induits lors de I’inhalation de polluants gazeux
et particulaires, aux niveaux respiratoire et cardiovasculaire. L’équipe s’intéresse plus
spéecifiquement aux mécanismes de génotoxicité, de toxicité mitochondriale et de stress
oxydant ;

e ldentifier et caractériser du point de vue physico-chimique et microbiologique des
contaminants aériens émergents, notamment micro- et nanoparticulaires, et des

bioaérosols issus des pollutions d’origines anthropiques ou naturelles.

Ces objectifs sont déclinés en deux axes selon la nature des polluants :

e Axe 1: Polluants Chimiques et Particulaires (responsables: Cécile Corbiére &
Véronique André)

e Axe 2 : Bioaérosols. Biodiversité fongique et Santé (responsable : David Garon)

L’expertise de I’équipe dans [I’étude des mécanismes de génotoxicité, de toxicité
mitochondriale et de stress oxydant est mise au service de I’étude de la toxicité induite sur les
tissus sains par un traitement innovant de certains cancers, I’hadronthérapie. Cet objectif se

décline en un axe supplémentaire :

e Axe 3: Toxicité de I’hadronthérapie (responsable : Carine Laurent)



L ’équipe ToxEMAC est localisée a Caen dans le batiment recherche du Centre de Lutte Contre
le Cancer (CLCC) Francois Baclesse et a Rouen dans le batiment recherche de I’'UFR de
Médecine et de Pharmacie. Elle héberge la cellule expertise, reconnaissance et études en
mycologie (EREM).

Au sein de I’équipe ToxEMAC I’axe « Bioaérosols. Biodiversité fongique et Santé »,
coordonné par le Professeur David Garon, met en place des études visant a évaluer I’exposition
aux moisissures et mycotoxines en milieu professionnel (milieu agricole par exemple) et en

milieu intérieur comme dans les habitations humides.

Les domaines de compétences des membres de cet axe de recherche sur le site caennais (P.
Eldin de Pécoulas, D. Garon, J-Ph. Rioult, V. Séguin) sont les prélevements et I’analyse de
champignons (macromycetes et micromycetes), bioaérosols, matrices végétales et matériaux
contaminés. Leur démarche pluridisciplinaire associe des travaux de terrain et de laboratoire :
isolement et identification de moisissures et de champignons lignivores, recherche de
métabolites fongiques toxiques (mycotoxines), évaluation du potentiel toxinogéne et
génotoxique des bioaérosols et des especes fongiques collectées en mobilisant des outils
analytiques, toxicologiques et microbiologiques. Ces travaux ont pour objectif une meilleure
caractérisation et évaluation du risque fongique en santé humaine. L’équipe développe
également des travaux dans le domaine de la mycochimie avec I’extraction, I’identification et
la recherche d’activités biologiques de métabolites secondaires issus de champignons. Les
mycotoxines et les métabolites d’intérét pharmaceutique (activité antimicrobienne, activité
anticancéreuse...) sont recherchés a partir de champignons (macromycetes et micromycetes)

collectés sur le terrain.
4. Généralités sur le Chaga
a) Présentation

Inonotus obliquus (Ach. ex Pers.) Pilat, de son nom vernaculaire frangais « Chaga », est un
macromycete parasite dont la position systématique dans la classification du Vivant est la

suivante (3) :

» Domaine - Eukaryota
» Sous-domaine - Unikonta
» (Anc. Super-regne) - Opisthokonta
» Super-regne - Holomycota
» Regne — Fungi



» Sous-regne : Dikarya
» Embranchement : Basidiomycota
» Classe : Agaricomycetes
» Ordre : Hymenochaetales
» Famille : Hymenochaetacae
» Genre : Inonotus

> Espece : obliquus

Ce dernier infeste préférentiellement les arbres dits « a bois tendre » (arbres a croissance rapide,
plus légers et dont I’abattage a lieu au bout de 30 a 50 ans) : principalement les arbres du genre
Betula (Bouleau) et, dans une moindre mesure, ceux des genres Populus (Peuplier), Alnus
(Aulne) et Acer (Erable). Il a également été retrouvé de maniére plus sporadique sur des
specimens des genre Fagus (Hétre), Fraxinus (Fréne), Quercus (Chéne) et Ulmus (Orme), qui
sont des arbres avec davantage de tanins et dits « a bois dur» (dont le bois est lourd, le
développement plus lent et dont I’abattage a lieu, normalement, apres 100 a 250 ans de

développement) (4).

Au cours de I’Histoire, de nombreuses dénominations ont été utilisées pour désigner ce
champignon (3). Il a été identifié et décrit la premiere fois par Persoon (5) (éminent mycologue
néerlandais, d’origine sud-africaine, et vivant a Paris) qui I’a nommé Boletus obliquus. Puis, il
a éeté successivement renommé par différents mycologues pensant découvrir une nouvelle

espéce ou trouvant certaines appellations plus appropriées pour le caractériser :
e Persoon (1801) - Boletus obliquus,
e Fries (1821) - Polyporus obliquus,
e Chevallier (1826) - Physisporus obliquus,
o Karst (1881) - Poria obliqua
o Cooke (1885) - Fomes obliquus,
o Schroeter (1888) - Phaeoporus obliquus,
e Ellis et Everheart (1889) - Mucronoporus obliquus,
o Kuntze (1898) - Scindalma obliquus,
e Patouillard (1900) - Phellinus obliquus,

e Bourdot et Galzin (1928) - Xanthochrous obliquus,



o Pilat (1942) - Inonotus obliquus,
e Aoshima (1951) - Fuscosporia obliqua.

Il est particuliérement intéressant de se pencher sur I’étymologie et sur le sens de ces noms de

genres et d’especes qui renseignent de nombreuses caractéristiques du Chaga.

En effet, le nom de genre « Boletus » provient du terme latin « bolétus » dérivant lui-méme du
grec « PwAitng (bolités) », vocable utilisé pour désigner le « champignon terrestre ». Le nom
binominal initial Boletus obliquus signifie donc littéralement le « champignon oblique » en
référence au mode d’organisation de ses pores. Le nom de genre Boletus a été autrefois souvent
employé pour les polypores (ex : Boletus sulphureus, ancienne dénomination du Polypore
soufré (Laetiporus sulphureus). Le terme « Polyporus » est un nom de genre composé des
racines « moAVG (polus) » : beaucoup et « wOpog (pdros) » : pores, trous ; renseignant sur la
multitude de pores que I’on retrouve au niveau de la surface fertile des Polypores auquel
appartient Inonotus obliquus. Avec les noms de genre « Phaeoporus » et « Xanthochrous », on
obtient de nouvelles informations sur ces mémes pores, caractérisés par différents affixes :
d’une part « paeo (phaeo) » : sombre et, d’autre part. « EavBog (xanthds) » : jaune et « ypodg
(khrods) » : couleur. Patouillard et Pilat, quant a eux, renseignent davantage sur les structures
interne et externe du champignon avec respectivement « Phellinus » « élAvog » : fait de

liege/ligneux et « Inonotus » « inos » : fibreux et « otos » : oreille.

Tous ces ¢léments descriptifs correspondent globalement a 1’aspect des polypores : des
champignons ligneux et fibreux, avec un aspect « d’oreille » se développant obliquement sur le
tronc d’un arbre hote et portant de nombreux pores, obliques eux aussi, et dont la couleur varie
du jaune au brun sombre. Le Chaga comporte en outre la particularité de se présenter sous forme

d’excroissance noiratre comme du bois calciné avec un sporophore trés discret.
A travers le monde, beaucoup de noms vernaculaires différents sont utilisés pour le désigner :

e « Chaga » dans les pays d’Europe occidentale et anglophones qui dérive du mot
« Tchaga » utilisé en Sibérie, qui sont des latinisations du terme originel « yara » (6)
désignant les champignons en général dans la langue Komi-Permyak, population
native de 1’Oural occidental et proche du bassin de la riviere Kama (affluent gauche

de la Volga) (7) ;
o« Kreftkjuke » en norvégien qui signifie « Polypore du Cancer » (8) ;

e « Kaba No Ana Take » en japonais qui peut tre traduit par le « Champignon du Trou

du Bouleau » (6) ;



® «Bai Hua Rong» en chinois qui, littéralement, veut dire « Poudre Séche du

Champignon du Bouleau » (6) ;

o « APRIYUFAI MM Ay (JaJakNaMu SiRuBbeon BeoSeot) en coréen signifiant
« Soupe au Champignon du Bouleau » (6) ;

o« Sprdngticka » en suédois, mot a mot « Le polypore qui explose » (9), de fait

I’écorce éclate sous la pression du champignon ;

® « Berkenweerschijnzwam » en néerlandais (10) : « Le champignon qui apparait sur

le Bouleau » ;

e «Saagaategan » en oji-cri (6) (langue de 1’ethnie éponyme nord-amérindienne)

traduisible par « dans la lumiére » ;
o« Schiefer Schillerporling » en allemand (11) pour « Le polypore en ardoise ».

On trouve également des termes n’étant pas des mots-valises tels que « pakurikddpd » en

finnois (6).

En Pologne, ce ne sont pas moins de six binomes différents qui servent a désigner le Chaga :
« blyskoporek podkorowy » (« qui jaillit de sous 1’écorce »), « blyskoporek ukosny » (« qui
jaillit oblique), « czarna huba » (« aux pores noirs »), « huba ukosna » (« aux pores obliques »),

« huba skosnorurkowa » (« aux pores en tubes ») et « wldknouszek ukosny » (« aux tubes

obliques ») (10).

Il est a noter que, peu importe la langue, les mots-valises font généralement référence a
I’écologie, aux formes utilisées en mycothérapie ou aux propriétés biologiques de ce

champignon.
b) Anatomie
i. Rappels sur la structure d’un tronc d’arbre

Comme le montre la Figure 1, le liege (aussi appelé suber) est la partie la plus externe de I’arbre.
Cette enveloppe est constituée de cellules mortes recouvertes de subérine (polymeére lipidique),
qui assure la protection et I’imperméabilité de I’arbre et est parsemée de lenticelles (pores)

permettant les échanges gazeux.

L ’assise subéro-phellodermique est un méristeme (tissu spécialisé dans la croissance cellulaire)

produisant le liege par différenciation centrifuge et le phelloderme par différenciation



centripéte. 1l assure la croissance de I’écorce qui suit celle du bois. Le phelloderme, quant a lui,

est un parenchyme cortical assurant un réle de réserve et d’assimilation des nutriments.

Le liber est une zone comprenant des fibres, du parenchyme et des tubes criblés auxquels sont
associées des cellules compagnes, remplissant de grandes fonctions métaboliques (apport
énergétique, synthése protéique, transport des produits de la photosynthése...). Ces tubes

criblés assurent le transport de la séve élaborée.

L’assise libéro-ligneuse (aussi appelée cambium) est un second méristeme, qui produit le liber
par différenciation centrifuge et le bois (cellules lignifiées) a proprement parler par
différenciation centripéte. A la reprise de la végétation, les tubes criblés synthétisés par le
cambium ont un diamétre plus important pour acheminer davantage de séve élaborée et
permettre le développement du feuillage. Le diameétre des tubes criblés diminue au fur et a
mesure de I’année jusqu’a I’entrée de I’hiver ou I’activité du cambium cesse. C’est ce
phénomeéne qui explique pourquoi les cernes de croissance annuelles semblent de couleurs
différentes : le bois de printemps contient de larges tubes criblés qui donnent un aspect clair au
bois tandis que celui d’été/automne présente de nombreux tubes criblés de plus petites tailles

qui conféerent au bois un aspect plus foncé.

Le bois se distingue de I’extérieur vers I’intérieur en trois zones différentes : I’aubier, le
duramen et, enfin, lamoelle. L’aubier est aussi appelé « bois vivant », car il assure des fonctions
physiologiques dont la principale est le transport de la seve brute. Le duramen est la partie la
plus centrale du fOt et constitue le « bois dur », il est plus dense, compact et sec que I’aubier. Il
correspond aux zones d’accroissement les plus anciennes qui ont subi le phénomene de
duraminisation : les cellules du parenchyme de I’aubier perdent leurs fonctions physiologiques
et s’enrichissent en tanin et en lignine, ce qui donne au flt une grande solidité et résistance

mécanique (12).
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Figure 1. Structure interne d'un arbre (source : site internet www.planeteliege.com)
ii.  Description morphologique du Chaga

Le Chaga présente deux formes distinctes : une forme asexuée et une forme sexuée (4).

La forme asexuée (aussi appelée anamorphe, forme « végétative » ou forme « imparfaite ») est
la plus commune et se présente sous forme d’excroissances facilement repérables a la surface
des troncs infestés puisqu’elles émergent de I’aubier jusqu’a fendre I’écorce. Ces excroissances
se présentent sous forme de masses noduleuses fissurées de couleur noir-brunatre avec un
aspect proche de celui du charbon. Elles peuvent atteindre 10 a 40 cm de diamétre pour 4 a 10

cm d’épaisseur (Figure 2) (5).

Figure 2. Forme asexuée d’Inonotus obliquus sur bouleau (photo prise en forét de Grimbosq le 2 juin 2015).


http://www.planeteliege.com/

La forme sexuée (aussi appelée téléomorphe ou forme « parfaite ») est plus difficile et rare a
observer car elle se développe entre I’écorce et I’aubier de I’arbre parasité. Elle a un aspect de
crodte jaunatre qui vire au brun avec le temps, présente des pores anguleux et allongés et un
hymeénium a basides bi- a tétrasporiques sans boucle basale. La forme sexuée libére des
basidiospores elliptiques, hyalines de 8-10 pm x 5-7,5 um (13) (Figure 3).

Figure 3. Forme sexuée d’Inonotus obliquus (source : EREM).

c¢) Cycle de vie

L’infestation de I’arbre hote se fait par la germination de basidiospores qui s’infiltrent jusqu’au
niveau du duramen par des blessures non cicatrisées rendant cette zone du flt accessible.
Pendant 10 a 80 ans, le champignon se développe de maniére centrifuge dans I’aubier pour
donner des consoles (généralement une a trois par tronc). La forme asexuée croit année apres

année tant que I’arbre infesté reste en vie (environ 20 ans) (14) (Figure 4).

Deux a douze ans aprés la mort de I’arbre hote (15,16), la forme sexuée apparait entre I’écorce
et I’aubier. Celle-ci libére des basidiospores qui assurent la dissémination du champignon.

| S

&

Figure 4. Croissance de la forme asexuée du Chaga (source : site internet
https://i1.wp.com/www.oriveda.com/images-newsletter/Chaga-development.png)




d) Répartition géographique

Actuellement, cette espece de champignon n’a été décrite que dans I’hémisphére nord. On la
retrouve en Russie, au Canada, dans le Nord des Etats-Unis, au Kazakhstan, en Sibérie, au
Japon, en Corée du Sud, en Chine ainsi qu’en Europe (principalement au Nord et a I’Est de
celle-ci) (7) (Figure 5).

Figure 5. Distribution mondiale d'Inonotus obliquus.
Sa description en France est plus récente : dans le Calvados (1999) (17), en Seine-et-Marne
signalée sous le nom de Xanthochrous obliquus (2003) (18), dans les Yvelines (2007) (18),
dans la Creuse (2015) (19) et dans I’Orne (2017) (17) (Figure 6).

Figure 6. Distribution nationale actuelle d’Inonotus obliquus.
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e) Ethnomycologie

Les premieres notions d’utilisation du Chaga comme champignon médicinal remonteraient au
12°™ sigcle, époque a laquelle Vladimir Vsevolodovitch (dit Vladimir 11 Monomagque), I’un des
Grand-princes du Rus’ de Kiev aurait été soigné d’une tumeur labiale par une teinture d’herbes
et de Chaga (20).

Toutefois, les premiéres traces factuelles relatant I’utilisation du Chaga, datent du 16°™ siécle
et nous viennent des Khantys, un peuple de Sibérie anciennement appelés Ostiaks (21). Ces
derniers utilisent, encore aujourd’hui, ce champignon en médecine traditionnelle dans
différentes indications: comme anthelminthique, antituberculeux, dans les pathologies
cardiaques ou encore hépatiques. La forme asexuée du Chaga est utilisée de différentes
manieres apres broyage : en infusion, en décoction, en inhalation (Chaga fume) ou apres

calcination et macération du charbon obtenu dans de I’eau, comme « savon » pour le corps (22).

Les Ainous, un groupe ethnique originaire de Hokkaido, des iles Kuri et des Sahkhalins
buvaient également une infusion de Chaga pour traiter les gastralgies et les inflammations. Une
autre utilisation rituelle consistait a remplir une pipe avec du Chaga en poudre, a I’allumer et a
le fumer lors de cérémonies religieuses. L’officiant inhalait la fumée, puis faisait circuler la
pipe dans I’assemblée jusqu’a ce que tous les participants I’aient fumée. Bien que les effets
médicinaux de cette fumée soient méconnus, cette tradition montre que le Chaga était

hautement considéré (23).

Plusieurs tribus autochtones d’Ameérique du Nord et du Canada (les Cris des bois, les Gitksan,
les Wet’suwet’en et les Tenaina, par exemple) connaissaient et utilisaient également le Chaga.
Chaque tribu avait plusieurs noms pour ce champignon. Les Cris des bois, par exemple,
I’appelaient « Wisakechak omik h » (mot a mot « crolte de Wisakechak) ; nom dérivé de la
légende de « Wisakechak » (une figure mythologique masculine) qui aurait confondu le
champignon avec de la viande séchée. Pris de degodt, il aurait alors « lancé cette « crodte »
(« omik h ») contre un bouleau, ou il est resté fiché jusqu’a ce jour pour que I’humanité puisse
en bénéficier ». Les Cris utilisaient I’intérieur tendre de couleur jaune-brun du Chaga pour

allumer leurs feux de camp (utilisation similaire a celle de I’amadou) (24).

Il est tout particulierement intéressant de relever que toutes ces ethnies attribuent un certain
caractére mystique voire méme mythologique a ce champignon. Ceci peut s’expliquer par son
apparition presque « magique » puisque rien ne laisse présager de I’infestation de I’arbre hote

tant que I’anamorphe n’en a pas fendu I’écorce.
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Durant le 20°™ siécle, sa consommation s’est étendue de la Sibérie au reste du territoire russe
ou les agriculteurs et ouvriers, trop pauvres pour s’acheter du the, le broyaient pour le boire en
infusion. Les autorités de santé soviétiques observerent une incidence moindre des cas de
cancers dans cette population et supposérent alors que la consommation de cette infusion en

était un facteur protecteur. Cette utilisation du Chaga, au sein des goulags sibériens, est

mentionnée dans I’ouvrage « Le Pavillon des cancéreux » d’Alexandre SolZenicyn (25). En
1955, les vertus d’Inonotus obliquus, broyé grossierement et utilisé en infusion, sont
officiellement reconnues par I’ Académie de Médecine de I’'URSS (1955) ce qui lui vaut d’entrer
dans la Pharmacopée soviétique. Plusieurs autres formulations sont ensuite proposées par
I’Institut botanique de Léningrad, la plus remarquable étant le Befunginum. La spécialité
Befungin® en Figure 7 (teinture de Chaga enrichie de chlorure de cobalt (CoCl,) a 0,175%
(m/v) et de sulfate de cobalt (CoSQOa4) a 0,2% (m/v)) reste encore aujourd’hui, utilisée comme
adjuvant, indiquée dans le traitement du psoriasis, de I’eczéma, des ulcéres et des gastrites et
en prévention de certains cancers et pour lutter contre les effets secondaires des traitements

anticancéreux conventionnels (26).

<
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Figure 7. Conditionnement du Befungin® (source : site internet https://www.stronghealthnaturally.com/).

Avec I’explosion de la consommation des « alicaments » aussi appelés « nutraceutiques » (27)
- termes utilisés dans le langage courant, mais n’ayant actuellement pas de définition
réglementaire (28) - les bienfaits du Chaga sont trés largement mis en avant et diffusés par
internet. En effet, il est de plus en plus simple de s’en procurer et ce ne sont pas moins de 4
500 000 resultats de recherche que nous retournent les moteurs de recherche classiques pour la

requéte « buy chaga mushroom » (Figure 8).
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Environ 4 630 000 résultats (0,41 secondes)

Figure 8. Capture d'écran (20/04/2020) du nombre de résultats obtenus pour la requéte "buy chaga mushroom".

Ce constat montre bien que I’intérét suscité par le Chaga et ses propriétés est toujours d’actualité

et que sa vente représente un véritable commerce de par le monde.
f) Mycochimie

De nombreuses études portent sur la variété des composés retrouvés dans les extraits réalisés a
partir de Chaga. Parmi ceux-ci, on retrouve des métabolites appartenant a différentes familles
de molécules organiques (polysaccharides, (di- ; tri-) terpenes, polyphénols, mélanine...), qui
seraient responsables de la plupart des activités biologiques de ce champignon (29-34). Nous
nous sommes intéresses tout particulierement a un triterpéne tétracyclique signature appelé
« inotodiol » produit par la voie de biosynthése des lanostérols (Annexe 1) et qui suscite depuis
maintenant plus de 30 ans I’intérét de la communauté scientifique internationale (35). Cette
grande diversité de molécules peut en partie s’expliquer par le mode de vie parasite du
champignon : on retrouve chez Inonotus obliquus de la bétuline (aussi appelée bétulinol) (36—
38) et de I’acide bétulinique (36,37) (Figure 9) qui sont des métabolites ayant la particularité

d’étre & la fois présents chez le bouleau mais semblent aussi synthétisés par le Chaga (Annexe

).

Figure 9. Formules topologiques de la bétuline (ou bétulinol) (2 gauche), de I’acide bétulinique (au centre) et de
I’inotodiol (a droite).

Ces trois molécules présentent a elles seules un grand nombre de propriétés qui corroborent les

utilisations empiriques en médecine traditionnelle.
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g) Activités biologiques
i.  De labétuline et de I’acide bétulinique

La bétuline et I’acide bétulinique, métabolites présents aussi bien dans le bouleau que dans le

Chaga, ont de multiples activités biologiques d’intérét.

Ceux-ci présentent un effet hypolipémiant par inhibition des SREBP (Sterol Regulatory
Element-Binding Proteins) (41) qui sont des facteurs de transcription des genes codants, entre
autres, pour I’HMG-CoA réductase (enzyme cible des molécules de la famille des statines) et
pour ’HMG-CoA synthase (enzymes clés de la synthése du cholestérol par la voie du

mévalonate) (42).

De plus en plus de recherches indiquent que ces composés possédent non seulement des
propriétés antidiabétiques mais aussi des effets protecteurs contre les comorbidités du diabéte

(43,44). L acide bétulinique exerce ses effets par différents modes d’action et notamment :

e En inhibant I’activité enzymatique de I’a-amylase et de I’a-glucosidase pancréatiques
et plasmatiques dans des modéles animaux diabétiques (45,46) ;

e En inhibant la glycogénolyse et en induisant la glycogénogenése par inhibition de la
glycogéne phosphorylase (47).

Ces métabolites ont montré une légeére activité antibiotique sur différentes bactéries pathogenes
telles que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Enterococcus spp. (48,49).

Il est eégalement fait mention dans la littérature scientifique d’une activité antivirale contre le
virus de I’hépatite C (50), le virus respiratoire syncytial (51), le virus de la grippe (influenza A)
(52), le cytomégalovirus (53), les virus de I’herpes de type 1 et 2 (54-56), le papillomavirus
(57) et ’ECHOwvirus 6 (58).

Ces métabolites sont reconnus pour leur activité pro-apoptotique (59) et/ou antiproliférative sur

de nombreux modéles cellulaires in vitro (59-74).

Il a, par ailleurs, été démontré qu’ils favorisent la cicatrisation des plaies en stimulant la

migration des kératinocytes par action directe sur le cytosquelette (75-77).

Le gel Oleogel-S10 qui contient de I’extrait sec raffiné d’écorce de bouleau actuellement en
Autorisation Temporaire d’Utilisation nominative (ATUn) est d’ailleurs utilisé dans la prise en
charge des brllures superficielles (78) et de I’épidermolyse bulleuse (79).
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Ces données scientifiques peuvent en partie expliquer pourquoi certaines espéces de bouleaux
sont utilisées en médecine traditionnelle dans différents pays du monde (80). A titre d’exemple,
la décoction contre les rhumatismes préparée a partir de feuilles de bouleaux (Betula pendula)

est utilisée aussi bien en Bosnie-Herzégovine (81) qu’au Liban (82).
ii. DuChaga

L’etude des différentes utilisations de ce champignon montre que ce dernier est le plus souvent
utilisé dans son entiéreté sans identification ni purification préalable de molécules déterminées.
En effet, contrairement au dogme de nos contrées européennes visant a administrer des
molécules toujours plus pures (seules ou en association) a nos patients, le Chaga, lui, est utilisé
traditionnellement sous forme d’extraits complexes obtenus a partir de ce que I’on appelle le

totum (le champignon dans sa totalité).

Parmi les propriétés de ces mélanges complexes qui ont valu au Chaga d’étre inscrit dans les
pharmacopées russe, polonaise et asiatiques, beaucoup ont été étudiées scientifiguement et sont

aujourd’hui bien documentées.

Pour la plupart des extraits, on retrouve une activité antiproliférative sur de nombreuses lignées
cellulaires in vitro telles que la lignée A549 (cellules épithéliales alvéolaires humaines issues
d’un adénocarcinome) (83-85), la lignée HeL a (cellules cancéreuses provenant d’un cancer du
col de I’utérus) (86), la lignée sarcoma-80 (cellules de sarcome) (75,76) la lignée PC3 (cellules
humaines de cancer de la prostate) (89), la lignée MDA-MB-231 (cellules humaines de cancer

du sein) (89) ou encore la lignée B16-F10 (cellules murines de mélanome) (90).

L’extrait a I’acétate d’éthyle présente une activité hypoglycémique in vitro par inhibition de
I’activité de I’a-amylase chez la souris (91).

Plusieurs de ses composés sont reconnus pour leurs effets anti-inflammatoires notamment par
inhibition de la production de monoxyde d’azote (NO), de la prostaglandine E2 (PGE2), du
Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), de I’interferon gamma (IFN-v), des interleukines I1L-6, IL-
1B et IL-17A et des protéines STAT-1 (Signal Transducers and Activators of Transcription-1)
(92-94).

Certains métabolites extraits a partir de la forme sexuée ont également montré une capacité a
augmenter le pouvoir phagocytaire des macrophages (modéle cellulaire RAW264.7) et a

favoriser leur prolifération (95).
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Ses polysaccharides, quant a eux, exercent une action antioxydante en réduisant
significativement la libération de lactate déshydrogénase et I’accumulation intracellulaire
d’especes reactives de I’oxygene (EROs) (83,84). Ces effets ont un intérét tout particulier dans
la prise en charge de la pancréatite (chez la souris) (98) et dans la prévention de I’hépatotoxicité
induite par la tacrine — Cognex® (médicament retiré du marché, anciennement indiqué dans le
traitement palliatif de la maladie d’Alzheimer) sur modéle cellulaire HepG2 (lignée cellulaire

de cancer du foie humain) (99).

Enfin, I’administration prolongée (huit semaines) de ces mémes polysaccharides présente un
intérét potentiel dans la prise en charge précoce de la maladie d’Alzheimer. Celle-ci permet de
réduire le dépot de peptides B-amyloides et I’enchevétrement des fibres neuronales induit par
I’augmentation de la protéine-Tau dans le cerveau des souris APP/PS1 (modele murin de la
maladie d’Alzheimer) (100).

Ses effets antiprolifératifs, anti-inflammatoires et antioxydants en font un soin de support en
oncologie, tout particulierement comme adjuvant des chimiothérapies anticancéreuses

conventionnelles (101).
5. Objectifs de I’étude

Entre croyances mystiques, médecine traditionnelle et activités biologiques avérées, la
découverte en Normandie (1999) de ce macromyceéte, que certains sites web n’hésitent pas a
appeler « The Mushroom of Immortality » (102), a vivement suscité notre intérét. Cette curiosité
nous a motiveé a utiliser les compétences et matériels présents au laboratoire TOXEMAC afin
d’en apprendre davantage sur ce champignon. A cette fin, nous avons décliné notre étude en
quatre volets différents.

Un premier volet écologique, visant a rechercher des spécimens d’Inonotus obliquus dans

d’autres zones forestiéres normandes, sur d’autres essences que sur Betula sp. et a étudier son

biotope et sa biocénose.

Un deuxieme volet mycochimique, incluant des analyses d’extraits fongiques réalisés a partir

de Chaga d’origines géographiques différentes et comprenant la détection et la quantification

de I’inotodiol, de la bétuline et de I’acide bétulinique.

Un troisieme volet porté sur la recherche d’activité antiproliférative d’extraits réalisés a partir

du Chaga normand. Dans un premier temps, nous avons cherché a mettre en évidence par
méthode colorimétrique (spectrophotométrie UV-visible) que nos extraits avaient bien une

activité antiproliférative sur les cellules épithéliales alvéolaires de carcinome humain (lignée
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cellulaire A549) déja documentée dans la littérature scientifique (83,84). Puis, nous avons
exposeé des cellules saines immortalisées d’épithélium alvéolaire pulmonaire (lignée cellulaire
BEAS-2B) a I’extrait aqueux et compares les activités observees sur les deux modeles

cellulaires pour cet extrait.

Un quatrieme volet axé sur I’étude du cycle cellulaire par cytométrie en flux du modele A549

afin de mieux comprendre les mécanismes a I’origine de cette activité antiproliférative.

L’originalité de notre travail réside dans cette approche transversale pluridisciplinaire mélant

étude de terrain et essais en laboratoire.
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Il. MATERIEL ET METHODES
1. Collecte de Chaga

Chaque prélevement a été realisé soit a I’aide d’une machette frappée par un maillet en bois,
soit & la hachette en prenant garde de ne pas prélever du bois de bouleau. Les excroissances
prélevées ont été conservées a température ambiante, aprés séchage, dans des sacs zippés

différents (selon la date, le lieu de récolte et I’essence de I’arbre hote) jusqu’a leur utilisation.
a) Reécolte en Normandie occidentale

Toutes les récoltes ayant eu lieu en Forét de Grimbosq ont été réalisées dans les zones cerclées
de rouge sur la Figure 10.

Nous avons effectué personnellement une premiére récolte le 2 juin 2015 en Forét de Grimbosq.
Huit prélévements ont été réalisés exclusivement sur des individus de Betula pendula agés d’au
moins dix ans et mesurant une dizaine de métres (Figure 11). Cette excursion a permis de

recueillir environ 700 g de matiere fongique.
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Figure 11. Zones de récolte du Chaga sur Figure 11. Récolte de Chaga en Forét de Grimbosq le 2 juin
bouleau. 2015 (face interne de I'anamorphe et arbre hote).

Au cours de cette premiére récolte, nous avons repéré une cavité ornée d’une excroissance sur
un chéne. N’étant alors pas équipés pour prélever cette excroissance compte tenu de sa hauteur,
nous sommes revenus munis d’une échelle et en avons profité pour effectuer une seconde

récolte.

Celle-ci a eu lieu le 4 juin 2015 en Forét de Grimbosq au niveau d’une cavité présente sur un
individu de Quercus robur (Figure 12) et nous a permis de collecter un spécimen de 28 g. Cette
cavité était tapie d’un liquide brun foncé (semblant constitué d’un mélange d’eau, de séve et de
matiere organique en décomposition) dans lequel vivaient de petits insectes. La substance a été
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prélevée pour mise en culture sur milieu gélosé et les insectes ont été rapportés au laboratoire
pour diagnose. Cet anamorphe d’Inonotus obliquus était par ailleurs moucheté de points blancs

semblant étre des moisissures que nous avons également mises en culture.

La mise en culture des moisissures présentes sur le Chaga et du liquide brun foncé recouvrant
la cavité ou se développait le champignon s’est faite a 25°C sur milieu Malt Extract Agar
(MEA, Merck, Germany) contenant du chloramphénicol (0,02 g/l).

Figure 12. Cavité présente sur le chéne ou a été récolté le Chaga.

Nous nous sommes également rendus en Forét d’Ecouves dans I’Orne le 24 novembre 2014 ol
nous avons egalement découvert et pu ramasser des consoles poussant sur Betula pendula

représentant environ 780 g de matiere fongique.
Par ailleurs, le 24 septembre 2015 nous avons observé des consoles se développant sur bouleau
dans le bois de Saint-André (prés de Falaise) sans pouvoir les prélever (bois priveé).

b) Obtention de Chaga d’autres origines géographiques

Des formes asexuées d’Inonotus obliquus ont, par ailleurs, éte achetées au Canada (Gaspeésie
Sauvage Produits Forestiers Inc) par Monsieur Philippe Eldin de Pécoulas et d’autres
échantillons récoltés en Ukraine (Parc national Karpatsky, région d’lvano-Frankivsk) par

Madame Tetyana Krivomaz.
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2. Approche mycochimique
a) Extractions

Les extractions sont réalisées a partir soit d’anamorphes d’Inonotus obliquus achetés au

Canada, soit récoltés en Forét de Grimbosq ou dans le Parc National des Carpates en Ukraine.

Trois solvants de polarités différentes sont utilisés pour réaliser les extraits : le cyclohexane,
apolaire (indice de polarité de Snyder P’ = 0,2), I’acétate d’éthyle, de polarité intermediaire (P’
=4,3) et I’eau, polaire (P’ = 9).

Avant extraction, le Chaga est séché dans un dessiccateur (Dénex SIGG AG 1978) pendant
cing jours a 35°C. La matiere fongique seche est broyée puis pulvérisée au blender (Waring
BB90E) avant d’étre passée sur tamis inox de maillage 2 mm afin d’obtenir une poudre fine et

homogeéne. Les extractions sont effectuées dans I’obscurité a température ambiante (20°C).
I.  Extrait au cyclohexane

La poudre (180 g) est d’abord laissée a agiter au contact du cyclohexane (1 L) pendant 90
minutes sur un agitateur orbital a 180 tr/min. Apres filtration sur papier Whatman n°3, le marc
est a nouveau extrait avec du cyclohexane (500 mL) pendant deux heures avec le méme systeme
d’agitation, puis filtré sur papier filtre Whatman n°3. Les deux fractions sont regroupées et
évaporées au Rotavapor a 40°C jusqu’a I’obtention de résidus secs jaunes de 2,6294, 2,4744 et
2,5166 g, respectivement, pour le Chaga canadien, francais et ukrainien.

ii.  Extrait d’acétate d’éthyle

Une fois sec, le marc est mis en contact avec de I’acétate d’éthyle (1 L) pendant quatre jours
sur un agitateur orbital a 180 tr/min. Au terme de ces quatre jours, la filtration est réalisée en

trois étapes : sur coton cardé, sur Biichner, puis sur papier filtre Whatman n°3.

De la méme maniere, les extraits obtenus sont évaporés au Rotavapor a 40°C jusqu’a I’obtention
de résidus pulvérulents jaunes de 0,9837, 0,9248 et 0,9315 g, respectivement, pour le Chaga

canadien, francais et ukrainien.
iii.  Extrait aqueux

La poudre (100 g) est agitée au contact d’eau ultrapure (500 mL) pendant 22 heures a
température ambiante (20°C) sur un agitateur orbital & 180 tr/min. Une filtration est ensuite

effectuée sur papier Whatman n°3 afin d’obtenir 250 mL d’extrait aqueux. Un aliquot de 100
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mL de cet extrait est concentré a I’aide d’un évaporateur rotatif sous vide a 40°C jusqu’a ce

gu’un volume résiduel de 40 mL soit obtenu.
iv.  Décoction par la méthode Khanty (22)

La forme asexuée est coupée en petits morceaux de 5 a 10 g introduits dans de I’eau bouillante
pendant 15 minutes. Du coton cardé et du papier filtre Whatman n°3 sont utilisés pour la

filtration.
v. Infusion selon Gaspésie Sauvage Produits Forestiers Inc

Trois morceaux (de 5 a 10 g) sont introduits dans 1 L d’eau froide et laissés a reposer 30
minutes, puis celle-ci est chauffée sans la faire bouillir pendant 30 minutes supplémentaires.

Du coton cardé et du papier filtre Whatman n°3 sont utilisés pour la filtration.

Avant leur utilisation, tous les extraits obtenus sont conserveés au réfrigérateur a + 4°C et a I’abri

de la lumiére.
b) Identification et quantification des métabolites fongiques

i.  Principe de la Chromatographie Liquide Haute Performance couplée a
la Spectrométrie de Masse en tandem (HPLC-ESI-QTOF MS/MS)
(88,89)

La Chromatographie en phase Liquide Haute Performance couplée a la Spectrométrie de Masse
en tandem (HPLC-ESI-QTOF MS/MS) est une technique d’analyse physico-chimique
associant le pouvoir de séparation de la chromatographie a la capacité d’analyse hautement
sensible et sélective de la spectrométrie de masse en tandem quadrip6le-temps de vol (QTOF).
Un échantillon de la solution a analyser est injecté dans une colonne greffée d’une phase
stationnaire au sein de laquelle il est véhiculé par une phase mobile s’écoulant a haute pression.
L’interaction chimique entre les composants de I’échantillon, la phase stationnaire et la phase
mobile affecte différentes vitesses de migration a travers la colonne et donc différents temps de
rétention, ce qui permet leur separation. La grande diversité de combinaisons de phase
stationnaire et de phase mobile permet d’assurer la séparation des analytes méme au sein de
mélanges complexes ce qui permet I’élution des molécules d’intérét une a une jusqu’au

spectrométre de masse.

Le spectromeétre de masse pour un systeme HPLC-ESI-QTOF MS/MS a une source d’ionisation

dite ESI (ElectroSpray lonization) ou chaque effluent est nébulisé, desolvaté et ionisé, créant
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ainsi des gouttelettes de particules chargées. Les ions obtenus migrent sous vide et sont poussés

a travers une serie d’analyseurs de masse.

Ils passent tout d’abord par un premier quadripdle permettant le refroidissement et la
focalisation des ions entrant dans I’instrument. Le second quadriple produit un champ
électrostatique servant a stabiliser la trajectoire du (ou des) ion(s) d’intérét possédant un rapport
masse/charge (m/z) précis. Ceux ayant un rapport m/z différent sont déstabilises et éjectés hors

du quadripdle.

Les ions ainsi « sélectionnés » entrent ensuite dans une cellule a collisions ou ils sont
bombardés par un gaz inerte comme I’azote (N2) (gaz utilisé dans le cadre de notre étude) ou
I’argon (Ar), ce qui provoque leur dissociation. Les ions « fils » obtenus et les ions « parents »
non fractionnés sont accélérés a nouveau (généralement plusieurs dizaines d’électronvolts (eV)
par unité de charge), et focalisés par une lentille ionique en un faisceau paralléle qui pénétre en
continu dans I’analyseur temps de vol (TOF — Time Of Flight).

Dans cet analyseur, un champ électrique pulsé est appliqué a une fréquence de plusieurs
kilohertz (kHz), poussant les ions dans une direction perpendiculaire a leur trajectoire d’origine
dans une colonne d’accélération. Les ions arrivent alors dans une zone ou ils dérivent car ils ne
sont plus soumis a aucun champ électrique : c’est a ce moment que la séparation par temps de

vol a lieu.

Les ions atteignent ensuite un miroir & ions aussi appelé « réflectron » composé d’anneaux
appliquant des voltages croissants. Son role est de corriger les différences de temps de vol
d’ions de méme rapport m/z qui pourraient étre provoquées par des variations d’énergie
cinétique. De cette maniere, on diminue la dispersion temporelle du temps de vol des ions de

méme rapport m/z ce qui assure une bonne résolution du spectre obtenu.
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Enfin, les ions arrivent au détecteur qui, lorsque les ions viennent frapper sa surface, génére un
signal électrique. Ce signal est ensuite amplifié, traité et finalement envoyé a un ordinateur pour

affichage et traitement des données (Figure 13).
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Figure 13. Schéma d’une HPLC-ESI-QTOF MS/MS (source : site internet https://biotechlink.org/).

La force de cette technique réside donc dans le pouvoir de séparation de la chromatographie
liquide haute performance pour une large gamme de composés, combiné a la capacité de la
spectrométrie de masse a quantifier les composés avec un degré élevé de sensibilité et de

sélectivité, en fonction des rapports uniques m/z de chaque composeé d’intérét.

ii. Matériel et réactifs

L’ acétonitrile (ULC-MS grade) et I’acétone (pesticides grade) ont été achetés chez Biosolve
Chimie (Dieuze, France), tandis que I’acide formique (98% de purete) et I’acétate d’ethyle
(HPLC HiPerSolv Chromanorm grade) ont été achetés auprés de VWR (Radnor. PA). Les
préparations ont été réalisées a partir d’eau (qualité HPLC) traitée par un systeme de

purification d’eau Millipore par osmose inverse.

L’etalon interne (atrazine D5 ; pureté de 99%) a été obtenu aupres du Dr Ehrenstorfer. La
bétuline (pureté > 97,5%) et I’acide bétulinique (> 97,5% de pureté) ont été achetés chez Sigma
Aldrich (Saint-Louis. MO), tandis que I’étalon d’inotodiol (> 95% pureté) a été acheté aupres
de Chemfaces (Hubei, Chine). Toutes les solutions ont été filtrées a travers un filtre PVDF
Millipore Millex HV de porosité 0,45 um (Merck-Millipore, Billerica, MA) avant utilisation.
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iii.  Solutions standard et préparation des échantillons

Les solutions mere des standards d’atrazine D5, de bétuline, d’acide bétulinique et d’inotodiol
a une concentration de 1000 mg/L sont préparées dans de I’acétate d’éthyle (2 mg de poudre
dans 2 mL d’acétate d’éthyle). Des solutions de travail contenant de I’inotodiol, de la bétuline,
de I’acide bétulinique et les étalons a une concentration de 10 mg/ml sont préparées dans de
I’acétone (50 pL de chaque solution mére gsp 5 mL d’acétone). Une solution de travail de notre
étalon interne (atrazine D5) a une concentration de 500 pg/L dans I’acétonitrile (5 pL de
solution mere dans 10 mL d’acétonitrile) est également préparée. Notre gamme étalon est
préparée a partir des solutions de travail avec des points de concentration allant de 0,001 a 5

mg/L.

Les extraits secs d’acétate d’éthyle et de cyclohexane sont repris dans 10 mL (pour le Chaga
francais) ou 30 mL d’acétonitrile (pour les Chagas canadien et ukrainien), passés aux ultrasons
pendant 15 minutes, puis filtrés sur filtres PVDF de porosité 0,45 pum. L’extrait de cyclohexane
est ensuite dilué a 10% et I’extrait d’acétate d’éthyle a 20% (pour le Chaga francais) ou a 1%
(pour les Chagas canadien et ukrainien) dans une solution contenant de I’acétonitrile, de I’eau

distillée et I’étalon interne (atrazine D5).

L extrait aqueux, I’infusion et la décoction sont filtrés a travers des filtres PVDF de porosité
0,45 um puis dilués a 20% (pour I’extrait aqueux et I’infusion) ou a 50% (pour la décoction)

dans une solution contenant de I’acétonitrile, de I’eau distillée et I’étalon interne (atrazine D5).
iv.  Analyse en HPLC-ESI-QTOF MS/MS

L analyse HPLC est réalisée sur un automate Agilent 1290 Infinity LC (Agilent, Santa Clara,
CA) composé d’une pompe binaire, d’un échantillonneur automatique thermostaté et d’un
compartiment de colonne. La colonne utilisée pour I’identification et la quantification des
composés des échantillons est une colonne Waters Acquity UPLC BEH C18 1,7 um, 2,1 mm
x 150 mm (Waters, Milford, MA). La phase mobile consiste en un gradient progressif d’eau
(contenant 0,01% d’acide formique, v/v) et d’acétonitrile (contenant 0,01% acide formique,
viv) : 0 min, 97:3; 4 min, 70:30 ; 12 min, 30:70 ; 15 min, 5:95 ; 17 min, 5:95 ; et 20 min, 97:3).
La température de la colonne est réglée a 40°C et le débit a 0,45 mL/min.

Le systeme HPLC est connecté a un triple quadripdle Agilent 6470 MS-MS (Santa Clara, CA)
équipé d’une interface ESI utilisant les parametres de fonctionnement suivants : tension
capillaire, 3,5 kV ((+) ESI mode) ; nébuliseur, 40 psi ; débit de gaz de séchage (azote), 10,0
L/min ; débit de gaz de gaine, 10,0 L/min ; température du gaz, 350 °C ; température du gaz de
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gaine, 350°C ; et charge V, 500 V. Les transitions MRM (Multiple Reaction Monitoring)

utilisées pour les trois analytes cibles et I’étalon interne sont indiquées dans le Tableau I.

Tableau I. Multiple Reaction Monitoring Transitions utilisées pour les trois analytes cibles et I’étalon interne
(atrazine D5).

Compound | Precollision lon  Produced Frag Collision . Retention Time
Energy Polarity .

Name Mass lons V) V) (min)
Acide 95.0 100 48 Positive

v 439.3 o 14.545
bétulinique 81.1 100 48 Positive
179.1 115 16 Positive

Atrazine D5 221.1 7.419
8 69.1 115 40 Positive
95.0 100 48 Positive

Bétuline 425.3 .. 14.781
81.0 100 48 Positive

Inotodiol 425.3 246.9 100 12 Positive 15.660

Les données de quantification sont traitées avec le logiciel Agilent Mass Hunter Quantitative

Workstation version B.07.01 (Agilent Technologies).
v.  Validation de la méthode

Les limites de détection (LOD), les limites de quantification (LOQ), les équations de régression
et les coefficients de corrélation des courbes d’étalonnage (R2) pour chaque métabolite sont

indigués dans le Tableau II.

Tableau Il. Limites de détection (LOD), limites de quantification (LOQ), équations de régression et coefficients
de corrélation des courbes d’étalonnage (R?) obtenus pour chaque métabolite.

Compound Cyclohexane Ethyl Acetate  Aqueous . .
Extract Extract Extract Infusion Decoction
Acide bétulinique LOD (ug/L) 0.3 0.3 0.3 1.7 0.7
LOQ (pg/L) 1 1 1 5 2

Regression equation/  French Chaga (February 8, 2016), dilution range = 1-1000 pg/L: y = (—6.09
correlation coefficient x 1078) x x2 + (2.52 x 107%) x x + (6.58 x 107#)/R? = 0.9998

Canadian/Ukrainian Chaga (December 23, 2016), dilution range = 1-500

MO/L: y = (=219 x 1077) x x2 + (4,55 x 107%) x x + (3.61 x 1075)/R? =

0.9994
Bétuline LOD (ug/L) 03 03 03 1.7 0.7
LOQ (ug/L) 1 1 1 5 2

Regression equation/ French Chaga (February 2, 2016), dilution range = 1-5000 pg/L: y = (-3.44

correlation coefficient x 1079 x x2 + (6.56 x 107°) x x + (3.62 x 10™)/R? = 0.9998
Canadian/Ukrainian Chaga (December 23, 2016), dilution range = 1-1000
MO/L:y = (=3.55 x 1078) x x2 + (1.77 x 1074) x x + (5.11 x 1075)/R? = 0.9989

Inotodiol LOD (pg/L) 1.7 1.7 1.7 8.3 3

LOQ (ug/L) 5 5 5 25 10

Regression equation/ French Chaga (February 2, 2016), dilution range = 10-5000 ug/L:y =

correlation coefficient (—1.52 x 107%0) x x2 + (1.30 x 1075) x x + (2.53 x 107%)/R? = 0.9998
Canadian/Ukrainian Chaga (December 23, 2016), dilution range = 10-5000
Mg/L:y = (=6.63 x 10720) x x? + (2.51 x 1075) x x + (5.60 x 10—4)/R? =
0.9992
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3. Tests de cytotoxicité sur microplaques
a) Culture des lignées cellulaires A549 et BEAS-2B

Les cellules A549 (cellules épithéliales alvéolaires humaines issues d’un adénocarcinome)
cultivées dans un milieu DMEM additionné de 1% de bicarbonate & 7,5% et de 10% de sérum
de veau feetal (SVF) décomplémenté (pour éviter des réactions immunitaires parasites liées au

systeme du complément). Leur temps de doublement est estimé a 24 heures.

Les cellules BEAS-2B (cellules épithéliales bronchiques humaines immortalisées) ont un temps
de doublement de 26 heures et sont cultivées dans un melange gsp 500 mL de milieu BEBM
(Bronchial Epithelial cell Basal Medium) (Gibco) additionné de 2 mL d’extrait hypophysaire
bovin, de 0,5 mL d’hydrocortisone, de 0,5 mL de facteur de croissance épidermique humain,
de 0,5 mL d’épinéphrine, de 0,5 mL de transferrine, de 0,5 mL d’insuline, de 0,5 mL d’acide
rétinoique et de 0,5 mL de triiodothyronine. Ce milieu reconstitué est appelé milieu BEGM
(Bronchial Epithelial cell Growth Medium).

Avant ensemencement sur les microplaques, les cellules sont décollées de leur support par
I’action de trypsine (0,25%) que I’on laisse agir 5 min a I’étuve. La suspension cellulaire ainsi
obtenue fait I’objet d’un comptage sur cellules de Malassez qui nous permet d’estimer la
quantité totale de cellules dans notre flacon de culture.

Chaque puits est ensemencé 24 heures avant I’exposition (compte tenu du temps de
doublement) avec 10 000 cellules pour la lignée A549 et 15 000 cellules pour la lignée BEAS-
2B dans 200 pL de milieu. Les microplaques sont incubées dans une étuve a 37°C sous une
atmospheére a 5% de CO2 de maniere a ce que les cellules de chaque lignée soient a confluence

au moment de I’ajout des extraits.

Pour chaque lignée cellulaire, les extraits testés et les durées d’exposition sont dans le Tableau

I11 (ci-dessous).

Tableau I1. Extraits testés et durées d’exposition appliquées pour chaque lignée cellulaire.

Temps d’exposition — R+/R-*
Lignée cellulaire Extrait testé
24 heures 48 heures 72 heures
A549 Extrait aqueux Oui - R+/R- | Oui - R+/R- Oui - R-
Extrait a I’acétate d’éthyle | Oui - R+/R- | Oui - R+/R- Oui - R-
BEAS-2B Extrait aqueux Oui - R- Oui - R- Oui - R-

*R+/R- : respectivement avec ou sans appliquer un temps de récupération de 24 heures apres exposition a I’extrait testé.
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Avant dilution, I’extrait aqueux est passé sur un filtre hydrophile a membrane PolyEtherSulfone
(PES) de porosité 0,22 um. Les cellules sont ensuite exposées a six concentrations différentes
d’extrait aqueux (exprimées en %, v/v) : 25%, 10%, 5%, 2%, 1% et 0,5%.

L’extrait sec a I’acétate d’éthyle est repris dans du DMSO, celui-ci est donc stérile et n’a pas a
faire I’objet d’une filtration. Les cellules sont exposées a six concentrations différentes d’extrait
a I’acétate d’éthyle (inférieures a celles pour lesquelles le DMSO a une activité cytotoxique
exprimées en % v/v) : 1%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, 0,1% et 0,05%. Par ailleurs, afin de s assurer
que les effets observés soient bien liés a I’activité intrinséque de I’extrait et non au DMSO, on

prépare une gamme de dilution identique mais avec le DMSO seul.

Six réplicats sont effectués pour chaque condition expérimentale a raison de deux essais
indépendants permettant une meilleure appréciation des résultats obtenus et rendant compte de

la reproductibilité des effets des extraits sur les lignées cellulaires.

Dés I’ajout des extraits, les microplaques sont remises a incuber en étuve a 37°C sous une

atmosphére a 5% de COz pendant le temps d’exposition souhaité.

Pour les cellules de la lignée A549, au terme du temps d’exposition souhaité et si I’on souhaite
appliquer un temps de récupération, on aspire le milieu contenant notre extrait et on réintroduit
250 pL de milieu de culture pur DMEM. On remet les microplaques a I’étuve a 37°C sous une
atmosphere a 5% de CO> pendant 24 heures avant coloration et lecture des microplaques.

b) Coloration des microplaques

Apreés la fin du temps d’exposition les cellules sont colorées a la SulfoRhodamine B (SRB).

On ajoute 50 pL d’acide trichloracétique froid (TCA) a 50% dans chaque puits et la plaque est
laissée a incuber une heure au réfrigérateur (+4°C) afin de faire précipiter les protéines. Les
puits sont vidés et rincés a I’eau ultrapure avant de laisser sécher la microplaque une demi-

heure a I’air libre.

On pipette 50 pL d’une solution de SRB a 0,4% dans de I’acide acétique 1% que I’on introduit
dans chaque puits pour colorer les protéines qui ont précipité. La plaque est laissée 30 minutes

a température ambiante.

Les puits sont rincés avec de I’acide acétique 1% et séchés jusqu’a disparition de toute trace
d’humidité.
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Enfin, le colorant fixé aux protéines est resolubilisé en introduisant dans chaque puits 100 pL
de Trishydroxymeéthylaminométhane (TRIS) base 10 mM tamponné a pH 10,5 et en agitant la

microplaque au vortex pendant quelques minutes (Figure 14).

Figure 14. Microplaque 96 puits colorée a la SulfoRhodamine B.

c) Lecture d’absorbance par spectrophotométrie

Afin d’obtenir I’absorbance (densité optique) de chaque puits, la microplaque est passée dans
un spectrophotomeétre adapté en dual mode qui mesure la densité optique (DO) de chaque puits
4570 et & 655 nm. Etant donné que la SRB se fixe aux protéines, I’absorbance est donc le reflet
de I’activité cellulaire et donne une approximation du nombre de cellules présentes dans le

puits.
A partir des valeurs d’absorbance obtenues, les valeurs calculées sont :

e La moyenne des absorbances des puits témoins,
e Lamoyenne des absorbances pour les puits ayant été exposés a une méme concentration
d’extrait ou de solvant,

e Le pourcentage d’inhibition de pousse cellulaire pour chaque dilution. D’apres la
formule : % d inhibition = 100 - (o erne CRPLIS SPOLE )

DO moyenne des puits témoins

e Pour les essais avec I’extrait a I’acétate d’éthyle, la concentration inhibant la pousse
cellulaire a hauteur de 50% (Clso) qui correspond a la concentration d’extrait pour
laquelle on a une absorbance (et donc une pousse cellulaire) deux fois moindre a celle

obtenue dans les puits témoins.
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4. Cytométrie en flux
a) Principe de la cytométrie en flux (105)

La cytométrie en flux est une technique permettant d’appreécier les caractéristiques individuelles
(taille, forme, granularité) de particules présentes dans une suspension (de billes, bactérienne,
cellulaire...) et de détecter n’importe quel composant ou fonction pouvant étre marqué par un

fluorochrome.

Les éléments en suspension passent les uns apres les autres devant un ou plusieurs faisceau(x)
laser puis les détecteurs captent des signaux (aussi appelés « événements ») émis par chaque

élément tels que :

e La lumiere dispersée de face (Forward Scatter, FSC) qui donne des informations sur la
taille de I’élément,
e Lalumiére dispersée sur les cotés a 90° (Side Scatter — SSC) qui renseigne sur la forme,

la structure interne et la granularité des particules.

Les signaux de fluorescence peuvent étre émis directement par la particule elle-méme, c’est ce
que I’on appelle Iautofluorescence (présente chez les pollens, les mitochondries...) ou par un
fluorochrome (ex : iodure de propidium, fluorochrome couplé a un anticorps...) marquant

specifiquement I’élément d’intérét (protéine, ADN...).

Les données obtenues se présentent sous forme de nuages de points, de graphiques ou
d’histogrammes que I’on peut compléter de statistiques concernant les populations particulaires
définies. Le principal avantage de la cytométrie en flux est de permettre I’acquisition rapide de
données sur de nombreuses particules tout en permettant I’analyse de sous-populations

complexes et/ou rares.
b) Rappels sur le cycle cellulaire (106)

L’etude du cycle cellulaire par cytométrie en flux permet de distinguer cing grandes phases
distinctes (Go, G, S, G2 et M (Figure 15)) et les cellules en cours d’endoréplication. Les phases
Go/Gy, S et G2 constituent I’interphase qui correspond au laps de temps entre deux mitoses
(notées M).

La phase Go (pour « Gap 0 ») correspond en réalité a un stade en dehors du cycle de réplication
cellulaire. La cellule entre dans un état dit de quiescence. C’est notamment le cas des neurones

qui comptent parmi les cellules les plus actives d’un point de vue métabolique mais qui sont

30



totalement différenciées et ne proliferent plus. Toutefois, il est possible pour ces cellules de se

réengager dans le cycle cellulaire sous I’impulsion de stimuli extrinseques.

La phase Gy (pour « Gap 1 ») correspond au premier stade I’interphase ou la cellule grandit et
synthétise I’ARNmM et les histones nécessaires a la synthése de I’ADN. La durée de la phase G1
varie en fonction du type cellulaire et des facteurs limitant la croissance cellulaire (apport en
nutriments, température, matrice extra-cellulaire...). 1l est également indispensable que les
nucléotides et les acides aminés soient présents en quantités suffisantes pour synthétiser
I’ARNmM et les protéines. Cette phase tient un role trés important dans le cycle cellulaire car elle
comporte un point de restriction. La cellule va soit le franchir et s’engager dans le processus de
division cellulaire en entrant en phase S, soit entrer en quiescence (phase Go). Une fois engagée

dans la phase S, la cellule poursuivra son cycle méme si les conditions deviennent défavorables.

La phase S (pour « Synthése ») se produit entre Gz et G2. C’est la phase du cycle cellulaire au

cours de laquelle I’ADN est répliqué.

La phase G2 (pour « Gap 2 ») est la phase précédant la mitose. Celle-ci s’acheve avec I’entrée
en premiére phase de la mitose (prophase) au cours de laquelle la chromatine cellulaire se
condense en chromosomes. Cette phase comporte une croissance cellulaire rapide et une
synthése abondante de protéines en préparation de la mitose. Il est a noter que cette phase n’est
pas indispensable. En effet, certaines cellules cancéreuses passent directement de la phase S a

la mitose (M).

La phase M (pour « Mitose ») correspond a la phase de division cellulaire et est composée de
quatre sous-phases : la prophase, la métaphase, I’anaphase et enfin la télophase. Durant la
prophase, la chromatine se condense et la membrane nucléaire disparait. S’en suit la métaphase,
ou les chromosomes s’alignent a I’équateur de la cellule. Puis, vient I’anaphase ou les
chromatides des chromosomes se séparent et migrent aux poles opposés de la cellule meére.
C’est a ce stade que les chromosomes atteignent leur degré maximal de condensation de
maniére a favoriser la séparation des chromosomes et la reformation du noyau. Enfin, la mitose
s’achéve avec la télophase ou une nouvelle enveloppe nucléaire vient s’assembler a chaque pole
autour des ensembles de chromatides. Les nucléoles se reforment et les chromosomes se
décondensent pour revenir a I’état de chromatine observé pendant I’interphase. Le fuseau
mitotique se desassemble et les restes de microtubules sont dépolymérisés. On obtient donc
deux cellules filles a partir d’une cellule mére : c’est la cytodiérése. A I’issue de la mitose, les

deux cellules filles s’engagent a nouveau dans I’interphase.
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L’endoréplication consiste en la réplication du génome nucléaire sans entrer dans le processus
mitotique. De ce fait, les cellules ont un contenu génétique nucléaire elevé et une polyploidie.
Elle correspond a une variante du cycle cellulaire dans lequel la mitose est entierement

contournée.

Phase G2:
croissance, préparation
de la mitose

Phase G1:
croissance, préparation

de la réplication Phase M :
division cellullaire

Figure 15. Schéma du cycle cellulaire (source : site internet : https://rnbio.upmc.fr/bio-cell_cycle-
cellulaire_introduction).

L utilisation du cytometre dans 1’étude du cycle cellulaire (Figure 16) permet également de
définir une zone nommée « Sub-Gi» correspondant aux cellules en souffrance (débris
cellulaires, cellules avec noyau altéré...). C’est cette zone qui nous intéresse tout
particulierement car il indique si nos extraits sont cytotoxiques. On peut également observer un

effet antiprolifératif correspondant a une stagnation des cellules en phase Go/G:.
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Figure 16. Les différentes phases du cycle cellulaire observées par cytométrie en flux (zone Sub-G1 en [, zone Go/G1 en
i, zone Sen et zone G2/M en jaune) (source : Géry A., laboratoire ABTE-ToXxEMAC).
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c) Culture cellulaire

La culture cellulaire est réalisée sur des plaques six puits ensemencees de cellules de la lignée
Ab549. Pour chaque condition expérimentale (temps d’exposition, concentration en extrait et
pour le témoin), deux puits sont ensemencés avec 60 000 cellules chacun dans 2 mL de milieu
DMEM additionné de 1% de bicarbonate a 7,5% et de 10% de sérum de veau feetal (SVF)
décomplémenté. Aprés 24 heures d’incubation en étuve a 37°C sous une atmospheére a 5% de
COqo, les cellules sont exposées a I’extrait aqueux dilué dans le milieu de culture a des
concentrations (% v/v) de 0,25% et a 2,5%.

Les temps d’exposition sont les mémes que pour les tests de cytotoxicité sur microplaques a
savoir : 24 heures, 48 heures, 72 heures, 24 heures suivies de 24 heures de récupération et 48

heures suivies de 24 heures de récupération.

Apres exposition, les suspensions cellulaires présentes dans les deux puits soumis aux mémes
conditions expérimentales sont regroupées. Chaque suspension cellulaire est centrifugée a

1 000 tr/min pendant 5 minutes.

Le surnageant est éliminé et le culot repris dans 5 mL d’éthanol a 70% puis stocké au

congélateur a -20°C jusqu’a utilisation.
d) Analyse du cycle cellulaire

Nous avons utilisé le cytométre de flux Gallios (Beckman Coulter, Brea, Californie, Etats-Unis)
afin d’observer I’effet de I’extrait aqueux sur le cycle cellulaire des cellules A549 et de le
comparer avec celui observé sur des cellules HT-29 (cellules cancéreuses humaine du c6lon)
déja décrit pour un extrait a I’éthanol (107). La coloration des noyaux cellulaires est realisee
grace au DNA-Prep Reagent Kit (Beckman Coulter, Brea, Californie, Etats-Unis).

On fixe les cellules a I’éthanol et chaque tube est centrifugé pendant 5 minutes a 4 000 tr/min.
Puis, on aspire I’éthanol et on gratte le culot afin de décoller les cellules. On ajoute 5 mL de
Phosphate Buffered Saline 1X (PBS 1X) conservé a 37°C puis les tubes sont laissés a incuber
pendant 30 minutes a 37°C.

Ensuite, les tubes sont a nouveau centrifugés pendant 5 minutes a 4 000 tr/min avant d’aspirer
le PBS 1X. Enfin, le culot cellulaire est égoutté puis gratté avant d’ajouter 100 pyL de
perméabilisant et 500 pL d’iodure de propidium et de RNAse. Aprés homogenéisation, les tubes
restent a incuber 20 minutes a I’obscurité et a température ambiante. L’iodure de propidium

permet de distinguer cing sous-populations cellulaires en fonction de la phase du cycle dans
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laquelle elles sont engagées ou de leur état métabolique, a savoir : Sub-G1, Go/G1, S, Go/M ou

en endoréplication.

Les culots passent un a un au cytometre en flux piloté par un programme propre aux cellules de

la lignée A549, I’automate s’arréte des lors que 10 000 cellules ont été analyseées.
Les données du cytometre sont traitées avec le logiciel Kaluza Analysis 2.1 (Beckman Coulter,
Brea, Californie, Etats-Unis).

5. Statistiques
L’ensemble des statistiques obtenues sur les données de spectrophotométrie UV-visible et de
cytométrie en flux ont été effectuées sur le logiciel SAS version 9.4.

Le test t de Student a été utilisé pour comparer la cytotoxicité des cellules A549 et BEAS-2B,

une valeur de p < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.
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I1l. RESULTATS
1. Ecologie fongique
a) Etude des arbres hotes

Lors des excursions effectuées en forét de Grimbosg, nous avons pu constater que tous les
bouleaux sur lesquels ont eu lieu les prélevements d’excroissances étaient marqués par des trous
de pics (Figure 17). Sous nos latitudes, on retrouve principalement des couples de pic épeiche
(Dendrocopos major), mais aussi de pic épeichette (Dendrocopos minor), de pic noir
(Dryocopus martius) ou de pic vert (Picus viridis) réguliérement observés dans le secteur de
nos récoltes d’apreés les données du GONm (Groupe Ornithologique Normand) (108).
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Figure 17. Tronc mort de bouleau couvert de trous de pics observé le 2 juin 2015 en forét de Grimbosg.

A I’inverse, nous n’avons pas remarqué de trou de pics sur chéne. A noter néanmoins, que
I’anamorphe prélevé se situait au niveau d’une cavité creusée a-méme le tronc. La présence
récurrente de trous de pics sur les bouleaux infectés par le Chaga laisse penser qu’il y a

vraisemblablement une relation entre ces deux éléments (109).

Les pics possedent a la base de leur bec des plumes tectrices ainsi que des plumes sensitives.
Notre hypothése est la suivante : lors de I’impact du bec contre un arbre déja infesté et couvert
du téléomorphe les spores sont prises au piege des barbules de ces plumes. Ainsi, lorsque ce
méme pic va tambouriner du bec sur un arbre sain, il pourrait y inoculer les spores d’Inonotus
obliquus, tout en créant une bréche au sein du duramen favorisant I’implantation et la

germination des spores.

Nous pensons que la raison pour laquelle les pics ne s’attaquent pas aux chénes en forét de
Grimbosq est justement liée a la forte population de bouleaux. En effet, le bouleau est un arbre

dit a « bois blanc » (Iéger et peu solide) dans lequel les arthropodes dont se nourrit le pic ont
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beaucoup moins de mal a creuser et qui facilite la nidification alors que le chéne est un arbre

dit a « bois dur » (tres résistant et tres dur).

La nature du bois expliquerait pourquoi les troncs de Betula sont tres souvent parsemés de
nombreux trous de pics et pas ceux de Quercus. Ce qui, mis en lien avec notre hypothése, nous
donnerait la raison pour laquelle nous n’avons retrouve qu’un seul spécimen de Chaga sur chéne

(néanmoins présent au niveau d’une cavité).

Bien que les pics puissent occuper des territoires d’une superficie allant de 43 ha (en période
de nidification) & 742 ha (en période hivernale), ils n’en restent pas moins des oiseaux
sédentaires (110). IlIs peuvent, certes, voler quelques kilometres a quelques dizaines de
kilomeétres s’ils sont délogés de leur habitat, mais pas sur des distances de plusieurs centaines
de kilomeétres qui expliqueraient la dissémination d’Inonotus obliquus depuis les pays d’Europe
de I’est vers la France. Le mode de vie des Picidés suggére davantage I’importation du Chaga

depuis un pays limitrophe de proche en proche puis sa dissémination a une échelle locale.
b) Etude du liquide prélevé au niveau de la cavité de Quercus robur

L’ étude et la culture du liquide prélevé au niveau de la cavité du chéne ornée d’un spécimen
d’Inonotus obliquus a révélé la présence d’arthropodes et de moisissures qui ont fait I’objet
d’une identification.

i.  Diagnose des arthropodes (111,112)

Dans ce liquide sont retrouvés de petits invertébrés possédant des appendices articulés et un
corps segmenté recouvert d’une carapace de chitine nous confirmant qu’il s’agit bien
d’organismes de I’embranchement des Arthropodes. Ces derniers possedent trois paires de
pattes ce qui a permis de les classer parmi les Hexapodes. Leur téte est dotée d’une paire
d’antennes et de piéces buccales visibles, des ailes sont insérées au niveau thoracique ce qui
nous permet d’affirmer qu’ils appartiennent a la classe des Insectes. Au repos, les ailes
métathoraciques ne sont pas visibles car recouvertes d’une paire d’ailes antérieures sclérifiées
(appelées élytres) inséréees sur le mésothorax. Ces insectes ont une forme ovale, sont de couleur
noire, brillants avec une cuticule coriace lisse sur la téte et le corselet et sont dotés d’un appareil

buccal de type broyeur, ce qui nous indique qu’ils appartiennent a I’ordre des Coléoptéres.

Leur corps est convexe, court et mesure 4 a 5 mm. La téte, inclinée, est allongée en un museau
aplati sans rostre ni labre. Elle est dotée de deux yeux composés sans ocelle (ceil simple) et de

deux antennes claviformes a onze articles dont les trois derniers forment une massue. Du thorax,
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partent de longs élytres (ailes sclérifiées) portant chacun cing faisceaux de touffes de poils roux
et recouvrant entierement I’abdomen. Les coxa (1° article des pattes) antérieures sont
transverses et laissent visible le trochanter (2°™ article des pattes). Le fémur (3°™ article des
pattes) est dilaté antérieurement en une lame fémorale, ventrale au repos. Les tibias (5°™ article
des pattes) sont élargis et ornés d’une gouttiére tarsale dans laquelle s’insére un tarse (6™

article des pattes) dépourvu de piece accessoire, dilaté et membraneux sur sa face inférieure.

Ces éléments anatomiques nous orientent vers Nosodendron fasciculare (Figure 18) que I’on
retrouve d’ordinaire dans les ulcéres des ormes, des marronniers et des aulnes au printemps
(113).

Sa présence en forét de Grimbosq est intéressante car elle n’avait, a notre connaissance, jamais

été établie dans les trois départements de I’ancienne région Basse-Normandie (114).

Figure 18. Photo de Nosodendron fasciculare (source : site internet https://www.naturamediterraneo.com/).

ii. Mise en culture

Avant de mettre en culture le liquide épais brun foncé, récolté dans la cavité du chéne, nous
avons évalué son pH a I’aide d’un papier pH nous indiquant que cette substance était de pH

neutre.

Apres douze jours de culture, nous avons pu identifier deux sortes de colonies. L’une étant
d’aspect gris, duveteuse et tres proliférante ; I’autre d’aspect gris-vert. L aspect macroscopique
ainsi que I’examen microscopique (par microscopie optique aux grossissements x400 puis
x1000) nous a permis d’identifier la colonie grise comme étant un Mucor hiemalis et la colonie

gris-verdatre comme étant un Trichoderma viride.
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Mucor hiemalis est un Mucoromyceéte de I’ordre des Mucorales (115). Cette espece présente
dans le liquide prélevé dans la cavité du chéne est également cosmopolite. C’est un contaminant
des végétaux, des fruits et des graines dont il est un saprophyte. Sa découverte n’est donc pas
surprenante puisque le milieu prélevé était composé de séve et de matiere vegétale en
décomposition. Cette moisissure est, par ailleurs, un pathogéne opportuniste capable de

provoquer des mycoses respiratoires, digestives ou cutanees appelées mucormycoses (116).

Trichoderma viride est un Sordariomycéte de I’ordre des Hypocréales (117). C’est une
moisissure cosmopolite et saprophyte appréciant les milieux humides. Elle participe a la
cellulolyse des végétaux et il est fréquent de I’isoler a partir de bois en décomposition. De méme
que pour Mucor hiemalis, la découverte de cette moisissure dans ce liquide n’a rien d’anormal.
En effet, le liquide prélevé dans cette cavité semble étre un milieu idéal pour le développement
de Trichoderma viride puisque I’on y retrouve de I’humidité (mélange d’eau et de seve) et de
la matiere végétale en décomposition. Cette moisissure est également un pathogéne
opportuniste (avec un tropisme pulmonaire) (118) et une espéce d’intérét dans le secteur

industriel pour son importante activité cellulolytique (119).

c) Culture des moisissures présentes a la surface du Chaga prélevé sur Quercus

robur

Apres sept jours de culture sur milieu MEA, nous avons noté la pousse de spots de différents

aspects :

e Un spot brun olive bien délimité d’aspect velouté (1)
e Un spot en pousse concentrique duveteux blanc (2)

e Un spot diffus duveteux brun-noir (3)

Avant de purifier les différentes souches présentes, nous avons tenté une premiére identification
au microscope optique (x1000). Celle-ci nous a permis d’identifier le spot (1) comme étant un
specimen de Cladosporium cladosporioides.

Cladosporium cladosporioides est un Dothidéomycéte de I’ordre des Cladosporiales (120).
Cette moisissure que nous avons retrouvé a la surface du Chaga prélevé sur chéne est une espéece
cosmopolite et tres fréquente dans le sol des zones tempérées ou elle est saprophyte. On peut
I’isoler a partir d’échantillons d’air (121) mais elle peut également se développer sur les plantes
et les arbres dont elle est un parasite (122). De par sa répartition ubiquiste et la variété de ses
substrats, nous n’avons pas pu établir de lien spécifique entre Cladosporium cladosporioides et
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Inonotus obliquus. Toutefois, nous n’avons pas trouvé de document citant cette moisissure

comme étant susceptible de se développer sur un macromycete.

Dans un premier temps, nous n’avons pas pu identifier les spots (2) et (3). En revanche, nous
avons noté la présence de filaments blancs sans fructification pour le spot (2) ainsi que
I’existence de pycnides noiratres d’environ 100 um de diametre laissant s’échapper quelques

conidies pour le spot (3).

Nous avons donc émis I’hypothese que le spot (3) pouvait correspondre au spot (2) ayant réalisé
sa fructification et que ceux-ci n’étaient en fait que deux aspects différents d’une méme
moisissure. De ce fait, nous avons décidé de n’isoler que le spot (3) et le laisser en culture plus
longtemps pour vérifier notre hypothese. Apres purification et mise en culture pendant 15 jours
du spot (3), nous avons pu observer le développement d’une moisissure en pousse concentrique,

duveteuse brune en son centre et blanchétre en périphérie (Figure 19).

L examen microscopique d’un prélévement effectué a la limite entre la partie blanche et la
partie plus foncée de la colonie montre des pycnides accrochées a des filaments sur toute leur
hauteur. L aspect macroscopique ainsi que les observations microscopiques (Figure 18) nous

ont permis d’établir que les spots (2) et (3) étaient bien les deux aspects de Humicola fuscoatra.
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Figure 19. Aspect macroscopique (a gauche) et microscopique x100 (a droite) de la culture de Humicola fuscoatra.

Humicola fuscoatra est un Sordariomycéte de I’ordre des Sordariales (123). C’est une
moisissure elle-méme mycoparasite (124) presente dans le sol et qui a la particularité de
produire du monordéne, de la monocilline et des cérébrosides qui sont des métabolites
antifongiques (125). Sa présence a la surface du Chaga récolté sur chéne est intéressante car

c’est une moisissure peu courante.
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2. Quantification des métabolites fongiques par HPLC-ESI QTOF MS/MS

Nous avons d’abord utilisé les extraits de Chaga francais pour développer la méthode de
détection et de quantification des trois métabolites d’intérét (bétuline, acide bétulinique, et

inotodiol).

Une analyse des chromatogrammes par extraction de chromatogrammes d’ions a permis de
démontrer la présence de bétuline, d’acide bétulinique et d’inotodiol en recherchant leurs
masses dans les extraits au cyclohexane et a I’acétate d’éthyle. L’ Annexe Il montre les spectres
de masse et les chromatogrammes obtenus pour ces trois métabolites dans les différents extraits

organiques.

Nous avons ensuite appliqué cette méthode de détection et de quantification a I’extrait aqueux,
a I’infusion et a la décoction réalisées a partir de Chaga frangais. Nous avons détecté de la
bétuline, de I’acide bétulinique et de I’inotodiol dans I’extrait aqueux (dans une moindre mesure
que dans les extraits organiques), mais pas dans I’infusion ni dans la décoction (Tableau 1V).

Tableau Il1. Quantification de la bétuline, de I’acide bétulinique et de I’inotodiol dans les différents extraits et

préparations de Chaga.

Acide bétulinique

Bétuline (mg/L) Inotodiol (mg/L)

(mg/L)

Canadian Chaga Cyclohexane extract 0,15 0,12 8,27
Ethyl acetate extract 13,45 5,12 464,86

Ukrainian Chaga Cyclohexane extract 0,78 0,14 41,37
Ethyl acetate extract 0,88 1,12 147,56

French Chaga  Cyclohexane extract 6,48 0,37 52,70
Ethyl acetate extract 1100 52,92 373,02

Agueous extract 0,23 0,16 11,70
Infusion <0,005? <0,005? <0,005?
Decoction <0,0022 <0,0022 <0,0022

aValeurs inférieures a la limite de quantification

Nous avons également recherché ces trois métabolites dans des extraits prépares a partir des

Chagas canadiens et ukrainiens pour comparer leur concentration en fonction de I’origine
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géographique des échantillons. Les résultats présentés dans le Tableau Il montrent que les
concentrations en bétuline et en acide bétulinique sont plus importantes dans le Chaga francais

tandis que les plus fortes concentrations en inotodiol sont retrouvées dans le Chaga canadien.

Cependant, il est important de noter que la différence en concentrations de ces métabolites peut
étre due non seulement a I’origine géographique du champignon mais aussi aux facteurs
environnementaux (climat/arbre hote), a la technique de conservation et au laps de temps entre

la récolte et la réalisation des extraits.

L’identification de la bétuline et de I’acide bétulinique dans tous les extraits fongiques peut étre
considérée comme une signature du lien entre le champignon parasite et son hote végétal. Cette
observation a précédemment été faite avec d’autres associations entre champignons et végétaux
telles que Fomitopsis pinicola (Swartz) P. Karsten (1881) (anciennement Polyporus pinicola)
et le pin (34).

Notre étude confirme la présence de I’inotodiol dans le Chaga récolté en France. Ce métabolite
secondaire a précédemment été identifié dans des extraits obtenus a partir d’échantillons de
Chaga de Chine, de Finlande, de Thailande et de Russie (39,89,126). Plus généralement,
Inonotus obliquus se caractérise par la présence de plusieurs triterpenes de type lanostane, en
particulier les inonotsuoxides A et B (127), I’inotodiol, I’acide traméténolique (128) et le
lanostérol (129).

L’absence apparente des métabolites d’intérét dans I’infusion et dans la décoction peut

s’expliquer :

e soit par un manque de sensibilité de notre méthode : les composés sont bien présents
mais a des concentrations inférieures aux limites de détection,
e soit par une incapacité des techniques d’infusion et de décoction a extraire ces

métabolites.

Ce constat peut donc laisser penser que les propriétés attribuées aux décoctions et infusions
d’Inonotus obliquus ne sont pas dues aux métabolites que nous avons recherchés, mais a des
molécules plus polaires et/ou ayant des masses moléculaires plus faibles également présentes

dans le Chaga.

En effet, plusieurs études ont déja démontré I’existence d’autres familles de molécules telles
que les polysaccharides (130), les complexes de mélanine (131), les dérivés de la lignine (132)

ou les polyphénols tels que I’acide gallique (97) dans des extraits aqueux de Chaga.
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3. Analyse de I’activite des extraits sur les cellules de la lignée A549
a) Extrait aqueux

Les valeurs d’absorbance (données brutes) utilisées pour effectuer les tests statistiques ainsi que
les graphiques correspondants sont consultables en ANNEXE Ill. La Figure 20 comporte un
graphique et un tableau. Le graphique présente les courbes obtenues pour les différents temps
d’exposition avec en abscisse la concentration en extrait aqueux dilué dans du milieu DMEM
(% ; v/v) et en ordonnées les pourcentages d’inhibition de pousse calculés a partir des densitées
optiques mesurées par spectrophotométrie. Le tableau donne les valeurs des pourcentages
maximaux d’inhibition obtenus pour les différents temps d’exposition des cellules A549 a

I’extrait aqueux.
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-4 4 hewres dexpositicn

8 45 heures dexposition £ 24 haures dexpositon (R4
& 72 hewss dexpositicn - 48 hewres dexposinion (E+)
Temps d’exposition Récupération de 24 heures (R) | Pourcentage maximal d’inhibition
(en heures)
24 Non (R-) 80,8%
48 Non (R-) 90,1%
72 Non (R-) 93,6%
24 Oui (R+) 90,4%
48 Oui (R+) 93,1%

Figure 20. Inhibition de la pousse cellulaire apres exposition des cellules A549 a I’extrait aqueux.
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Pour chaque temps d’exposition, on constate une inhibition de la pousse cellulaire avec un effet
dose-dépendant : plus on augmente la quantité d’extrait aqueux en présence dans le milieu, plus
le pourcentage d’inhibition de la pousse cellulaire augmente. On constate que I’ajout d’un temps
de récupération de 24 heures apres exposition a tendance a renforcer 1’activité cytotoxique : on
retrouve des pourcentages maximaux d’inhibition proches aprés 48 heures d’exposition
continues et 24 heures d’exposition suivies de 24 heures de récupération (respectivement 90,1%
et 90,4%) d’une part et aprés 72 heures d’exposition continues et 48 heures d’expositions

suivies de 24 heures de récupération (respectivement 93,6% et 93,1%) d’autre part.
b) Extrait a I’acétate d’éthyle

La Figure 21 présente les informations de la méme maniere que la Figure 19 mais avec les
données obtenues aprés exposition des cellules A549 a I’extrait a I’acétate d’éthyle. La courbe
notée «témoin DMSO » sur le graphique présenté en Figure 20 permet d’évaluer I’effet
cytotoxique de ce solvant utilisé pour solubiliser I’extrait sec a I’acétate d’éthyle et donc de
déduire I’activité propre aux métabolites du Chaga. En effet, le DMSO (généralement utilisé
comme solvant ou comme cryopréservant) est connu pour avoir une activité cytotoxique a des

concentrations > 10% (v/v).

L’ aspect des courbes ainsi que les paramétres calculés indiquent également une cytotoxicité
avec un effet dose-dépendant croissant. Pour les temps d’exposition R- de 24, 48 et 72 heures,
on note une hausse du pourcentage maximal d’inhibition corrélée a I’augmentation du temps
d’exposition. Ceci nous permet d’affirmer que la cytotoxicité est liée a au moins deux
paramétres que sont la durée d’exposition et la dose d’extrait aqueux a laquelle sont exposées
les cellules de la lignée A549.

Par ailleurs, en comparant les résultats obtenus avec et sans temps de récupération pour des
temps d’exposition de 24 et 48 heures, on observe une hausse du pourcentage d’inhibition
maximal. Ceci nous indique que I’effet toxique est prolongé au-dela de la seule période
d’exposition et est lié a une accumulation intracellulaire des metabolites fongiques et/ou a des

mécanismes de mort cellulaire différés (apoptose par exemple).
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72h Non (R-) 96.8%
24 h Oui (R+) 96.5%
48 h Oui (R+) 95.7%

Figure 21. Inhibition de la pousse cellulaire apres exposition des cellules A549 a I’extrait a I’acétate d’éthyle.

4. Analyse de I’activité de I’extrait aqueux sur les cellules de la lignée BEAS-2B

La Figure 22 présente les pourcentages d’inhibition de pousse cellulaire aprés 24, 48 et 72

heures d’exposition des cellules BEAS-2B a I’extrait aqueux.

Bien que les pourcentages maximaux d’inhibition de pousse cellulaire atteints soient bien
inférieurs a ceux obtenus apres exposition des cellules A549 a I’extrait aqueux, on note un effet
dose-dépendant et un effet temps-dépendant: I’augmentation du pourcentage maximal
d’inhibition est proportionnelle au temps d’exposition et aux concentrations en extrait aqueux

utilisées.
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Figure 22. Inhibition de la pousse cellulaire apres exposition des cellules BEAS-2B a I’extrait aqueux.

5. Analyse comparative de I’activité de I’extrait aqueux sur les cellules des
lignées A549 et BEAS-2B

Pour ces essais de cytotoxicité, nous avons choisi d’utiliser I’extrait aqueux, pour les raisons

suivantes :

e Laprésence de composes connus pour leur activité cytotoxique : I’inotodiol, la bétuline
et I’acide bétulinique (74,86,133),

e Laprésence de composés hydrosolubles a I’origine de propriétés reconnues en medecine
traditionnelle,

e L’innocuité de I’eau utilisée en culture cellulaire.
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Figure 23. Inhibition de la pousse cellulaire des cellules A549 et BEAS-2B aprés 24 heures d’exposition a I’extrait
aqueux.
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Figure 24. Inhibition de la pousse cellulaire des cellules A549 et BEAS-2B apreés 48 heures d’exposition a I’extrait
aqueux.
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Figure 25. Inhibition de la pousse cellulaire des cellules A549 et BEAS-2B aprés 72 heures d’exposition a I’extrait
aqueux.

La cytotoxicité sur les cellules A549 et BEAS-2B (Figures 23-25) est caractérisée par un effet
dose-dépendant et un effet temps-dépendant. Nos résultats ont montré qu’apres 48 et 72 heures
d’exposition, I’activité cytotoxique était significativement moindre sur les cellules BEAS-2B
que sur les cellules A549 (p = 0,025 apres 48 heures d’exposition et p = 0,004 aprés 72 heures
d’exposition). Ces observations soulignent la plus grande sensibilité des cellules hautement
prolifératives par rapport aux cellules normales, ce qui pourrait étre pris en compte pour des

utilisations thérapeutiques.

L activité cytotoxique des extraits de Chaga semble étre liée a la diversité de ses métabolites
secondaires actifs. Des composes tels que la bétuline et I’acide bétulinique sont connus pour
leur activité anticancéreuse (62). Des lanostanes tels que I’inotodiol sont également étudiés pour
leurs effets cytotoxiques (134). Ainsi, les composés présents dans I’extrait aqueux pourraient

expliquer, du moins en partie, ces effets.

L’extrait aqueux de Chaga a montré une activité antiproliférative sur différents modéles
cellulaires. Par exemple, Mazurkiewicz et al. (83) ont démontré I’action d’un extrait de Chaga
polonais sur des cellules pulmonaires A549 comme dans notre étude. Chung et al. (87) ont
montré que différentes fractions d’extraits de Chaga russe présentaient une cytotoxicité sur

différents modeles cellulaires dont les cellules A549. Ces fractions correspondaient a des
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lanostanes dont I’inotodiol. L’étude de Zhao et al. (39) montre également I’efficacité de certains

lanostanes comme I’inonotsutriol contre les cellules cancéreuses A549.
6. Cytometrie en flux

La Figure 26 donne la répartition des cellules A549 en fonction de la phase du cycle cellulaire
dans laquelle elles se trouvent d’une part sous forme de graphe et d’autre part avec les données
chiffrées dans le tableau. Les analyses par cytométrie en flux sur le modéle cellulaire A549 ont
permis de mettre en évidence un effet dose-dépendant et temps-dépendant. L’augmentation du
pourcentage de cellules dans la zone « Sub-G1 » en amont de la zone « Go/G1 » indique une
forte accumulation de débris cellulaires qui signe une activité cytotoxique par altération des
cellules. On observe également une diminution marquée du pourcentage de cellules en phase
G2/M ce qui signifie que les cellules qui ne meurent pas stoppent leur cycle cellulaire en phase
Go/G1. L’arrét du cycle cellulaire en phase Go/G1 a également été rapporté pour I’extrait a
I’éthanol sur le modéle cellulaire HT-29 (cellules de cancer du célon) (107), pour des
polysaccharides extraits puis isolés a partir d’une infusion sur des embryons de Danio rerio
(135) et a été confirmé pour I’extrait aqueux sur les modeles cellulaires HepG2, Hep3B (lignées
cellulaires de cancer du foie humain) (136) et B16-F10 (cellules murines de mélanome) (90).
De plus, on remarque que I’ajout d’un temps de 24 heures de récupération apres exposition a

I’extrait diminue la cytotoxicité.
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FL3 INT

FL3 INT

FL3 INT

En rouge : témoin

En vert : concentration 0,25%

En bleu : concentration 2.5%

FL3 INT
Graphe | Concentration Subk-G GGl ) Gr-M Endoréplication
Temoin 2.40% 72.02% 13.02% 8.83% 1.73%
1 0.23% 10.73% 72.42% 1.63% 1.20% 2.02%
2.50% 24.85% 68.85% 3.40% 1.45% 1.45%
Temoin 3.40% 63.32% 18.38% 9.88% 2.82%
2 0.23% 12.26% 66.12% 14.08% 437% 3.17%
2.50% 25.09% 63.12% 1.50% 3.13% 1.16%
Temoin 8.29% 63.83% 13.29% 7.99% 2.60%
3 0.23% 17.45% 66.11% 10.33% 4.09% 2.02%
2.50% 42.38% 46.23% 1.23% 3.09% 1.07%
Temoin 5.08% 64.33% 16.30% 11.10% 3.19%
4 0.23% 5.20% 66.42% 14.14% 11.06% 3.18%
2.50% 17.04% 63.38% 10.41% 6.08% 1.08%
Temoin 3.60% 66.32% 17.41% 10.04% 2.43%
5 0.23% 6.34% 68.34% 13.44% 8.14% 2.74%
2.50% 13.76% 63.93% 12.92% 6.11% 1.28%

(1) Temps d’exposition de 24 h ; (Z) Temps d"exposition de 48 h ; () Temps d’exposition de 72 b ; (2) Temps

d’exposition de 24 h + 24 h de récupération ; (5) Temps d"exposition de 48 h + 24 h de récupération

Figure 26. Impact de I'exposition des cellules A549 a I'extrait aqueux sur le cycle cellulaire.
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IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

De par son mode de vie tout a fait singulier et ses nombreuses activités biologiques, Inonotus

obliquus mérite sa place parmi les champignons remarquables de nos foréts.

Toutefois, son qualificatif « d’or noir» qui lui était autrefois attribué en raison de ses
nombreuses indications, semble malheureusement avoir été détourné au profit de sa
signification littérale. En effet, comme nous I’avons évoqué, une multitude de sites d’achat en
ligne proposent la vente libre de Chaga en profitant de I’engouement de nos populations pour
les « alicaments » et autres « nutraceutiques ». Ces sites n’hésitent pas a proposer du Chaga a
I’état brut a des prix exorbitants (difficile d’en trouver a moins de 100€ le kilogramme !) et a
vanter ses bienfaits a coups d’hyperboles et de références bibliographiques détournées voire

inexistantes.

La plupart des sites web faisant la promotion et de la vente de Chaga présentent fréquemment
celui-ci avec des phrases telles que : « Ce champignon millénaire... » ou encore « Il y a déja
4600 ans... » (137). Or, aucune source a ce jour n’a établi I’utilisation de ce champignon en des
temps aussi lointains ; d’autant plus qu’aucun écrit aussi ancien ne nous est parvenu (hormis
d’Egypte ou de Mésopotamie, 14 ol le Chaga n’a, encore aujourd’hui, jamais été décrit). 1l est
probable que le Chaga ait été connu et utilisé dans I’ Antiquité, mais aucun document ne relate
son utilisation & cette époque.

Ainsi, I’on peut également lire que des morceaux de Chaga auraient été retrouvés sur Otzi (138),
une momie découverte en 1991 dans le glacier Hauslabjoch du massif de I’Otztal (vallée du
Tyrol autrichien). Or, Inonotus obliquus n’a jamais été identifié par biologie moléculaire parmi
les restes de champignons retrouvés sur cette momie. Seuls les macromycétes Piptoporus
betulinus (connu pour ses propriétés antibactériennes) et Fomes fomentarius (utilisé comme

allume-feu) ont pu étre clairement identifiés (139).

Il en serait aussi fait mention dans le Shennong bencao jing (140), (le plus ancien des textes
chinois recensant les drogues animales, végétales et minérales), or Inonotus obliquus ne semble

pas faire partie des champignons médicinaux y figurant.

Au cours de ces travaux, nous avons méme visité certains sites web n’hésitant pas a mettre en
avant des propriétés biologiques reelles du Chaga, mais en citant des références d’articles
scientifiques traitant d’une parasitose qui n’a pourtant rien a voir: la trypanosomiase

américaine aussi appelée maladie de... Chagas (141) !
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Malgré toutes les propriétés de ce champignon mises en évidence depuis maintenant plus de 50
ans, il est important de garder I’esprit critique, de savoir raison garder et de distinguer les
activités réelles prouvées scientifiqguement des arguments de vente fallacieux mis en avant par

les revendeurs de produits dérivés d’Inonotus obliquus.

Au travers de cette étude, nous avons pu mettre en évidence que le Chaga - découvert en 1999
dans les foréts de Normandie - contient bien de I’inotodiol, de la bétuline et de I’acide
bétulinique, tout comme ceux collectés au Canada et en Ukraine, mais notre méthode de
quantification a montré qu’outre les aléas liés a son stockage, son conditionnement et sa date
de récolte, I’origine géographique du champignon semble bien avoir un impact sur la

concentration de ces métabolites.

Les résultats biologiques confirment une activité cytotoxique de I’extrait aqueux du Chaga
francais sur les cellules de la lignée BEAS-2B mais dans une bien moindre mesure que sur
celles de la lignée A549. Ces observations permettent de souligner I’intérét thérapeutique du
Chaga, sa complexité chimique, et la nécessité de poursuivre des études associant les approches
chimiques et biologiques pour valoriser son utilisation en mycothérapie. 1l semblerait
également pertinent de consolider ces résultats en évaluant la cytotoxicité des extraits par
d’autres essais (MTT, XTT, dosage de la LDH...) et d’approfondir les mécanismes de
cytotoxicité au-dela de la simple étude du cycle cellulaire effectuée ici.

Parmi les pistes intéressantes a explorer, une étude menée suite a nos travaux (Géry F., SIDR)
a cherché a comparer les effets cytotoxiques obtenus avec I’extrait aqueux a partir du totum et
ceux observeés avec cing métabolites fongiques purifiés (acide bétulinique, bétuline, inotodiol,
acide traméténolique et lanostérol). Ces travaux ont montré que les composés purifiés avaient
des Clso 100 & 1 000 fois supeérieures a celles calculées pour I’extrait indiquant donc la présence
d’autres molécules ayant une activité cytotoxique majeure ou I’existence de potentiels effets
synergiques (addition ou potentialisation) au sein de I’extrait aqueux. Ces observations

semblent donc justifier de I’utilisation du Chaga dans son entiéreté.

Malgré son utilisation en soin de support dans les traitements anticancéreux conventionnels
dans certains pays, aucune étude clinique ne s’est encore intéressée a la rémission ou a la
tolérance a ces traitements avec ou sans administration de Chaga (sous quelque forme que ce
soit). De tels travaux permettraient de mieux comprendre si ce champignon merite d’étre
davantage utilisé dans cette indication ou si les activités décrites chez les patients relevent de
I’effet placebo car la pharmacodynamie et la pharmacocinétique in vivo empéchent

I’observation des effets observés in vitro.
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V. VALORISATION SCIENTIFIQUE

L’ensemble de ces travaux a fait I’objet :

D’un article publié dans la revue de la Société Francaise d’Ethnopharmacologie
Ethnopharmacologia n° 57 - mars 2017

D’un article publié dans la revue Integrative Cancer Therapies - décembre 2017
(Annexe VI)

D’une conférence auprés de la Société Linnéenne de Normandie aux Archives
Départementales de Normandie le mardi 5 juin 2018

D’un poster présenté lors des Journées Normandes de la Recherche Biomédicale - 20
septembre 2018
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ANNEXES

ANNEXE | — Proposition de voie de biosynthése des lanostérols (38)
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MS/MS

ANNEXE Il (85) — Spectrogrammes et chromatogrammes obtenus par HPLC-ESI-QTOF

(panunuod)

096 OF¥6 0Z6 006

088 098 O0OF8

0Z8 008 OBL 09L ObL OZL 00L OB9 099

(z/w) 3BIBUD-01-SSEIA S SIUNOD)

9 029 009 085S 095 O¥S OIS 005 O8F 09 OFF OZr OOF OBE 09 OFE OZE OOE OBEZ 092 OFZ OZZ OO O8L 081 OFL 021

8600226

PLOSOLE

1 ! 4 ] :

OBEGTLL =
cisazs 6067 ¥89

E£E9Y 99

ERLE

LZ9F'0re

o

O .; T
BESE'28Y

LYBE'ZEG

ST _.__
6LGE6Ey | O6YE

LLOE' LS

R 11 1
08LE'92E

BSLEL6L

66E

6050121 vl
9L
L
z
2z
+Z
9z
8z
0BE0L M) UEDS IST+ 5 OLX

p16w DL SO I91PoIou] AQ'0S L =Bei (un

Jorpojou]

0D0L 086 096

Ov6 026 006

OER 098 OVB OZ8 008 OBL 09L Ov.L OZL 00L

089 099 Ov9 029 009 O08S 095 OPS 025 005 OB 09v

(z/w) aBiBYD-OI-SSEY “SA SIUNOD

Ovv OZv OO OBE ODE OVE OZE OOE O0BZ 092 OpZ OZZ OOZ O8L 091 OFL OZL OOL

v : = g ] 0
. g LSB6'G08 ELEVEPL ! G 9SE6 VBE £S1 L6 LESEOLZ  GYEROLL grer | |
2000996 EELLLLG £L61°569 wszore o oo SOPEEZS ZES1'L6Z BLYL'GOT oseavel ] door |io
oy H Fzo
N H Feo
L9B9°EE6 S — Y Lvo
~— Fs0
-

HO! o FH Hr Loo
g B e Feo
80
! 60

o L,
BESE'SSK [ Fut

P1Bw oL BN enbiuimag 8pRY A0 0S1=be14 (U ZrLZL W) ueas 1S3~ g OLX

pIoe dIuIN}og

(2/w) 5BIBUD-01-SSEIN SA SIUNOD

0z6 006 088 098 Ov8 028 008 OBL 09, OpL OZL OOL 089 099 OF9 029 009 08 095 OvS 025 005 O08r 09F OF OZF O00OF OBE 09 OVE OZ€ O00E 082 092 OFZ 022

00z 08L 09L OFL 0ZL 00

GGEZ EEE €LV LBT 9556°E0L

1
L0LL'588 BZYSTLL  BZLSBIL £68Y'¥BY ZE8K¥LY 8SP0LS 86 BVZELLE a6l LIZ 5181
B9GEV0S oo ocg,
L99E°L0F
15012
8600226 | 60s0izL
18LE'GEY L
vL
P16 0L SO duUINIeg AD'0SL=Bed (UW SSbZL M) UBas |ST+ g 01X
ulniog

66



(panupuod)

s s Wl

sl

L usysrtsy w2 ne
(S0 WS WS WSl mS 950 WS WS WS o5

) s vopsrtoy s spreg
S USL WSl S5l WSl @Sl 6m WSSl

€5 WS WS WS oS WS WS WSl sl

w5 WS 2SS

551

'
L
;
-
;
o
.
s
93004 910250 7¥13 49006 1T < 00OF SZ1) 0 Z1 812 000 0=.40 000 U=£0 A0 001 =524 N 1530 Ppovos ¢ piy] » D% 301 1 < 000K S21 ] 53+ jopuw ¢pof ¢ 0%
e S
' '
o i
n {1}
- i pioe o meg
:
:
n
:
a
.
n
o
n
§l i
Ll o
o n
W 0
3001 910290 913 (000056 <~ 000 §EY) 0 #rB0I0 0000240 00 D=0 AT 01 =Bid WU 153+ erbrapneg ey 4 i) 01 301 0750 SRRYAD 10000 56 < 000F 66 0 P00 000 0240 000 D=0 AD 001 e kN 153+ wrbmanag apay | pa) 4 DY
e e
L t
T ¢
. . urnag
9l i
1] i
' X
" ¥
o
"
'
-

108X JJBIIE [AYNY

10BI)XD QUEXIYO[IA)

67



68

il ) uopenboy s Sunen ) 2un| ogesmboy 5 suneg)
SSL 1951 SO9SI 9L SZSL 29I SISI I9SL COPSL 1 GGG GLCL OATL GUSI SUFSL [ITL OMSL S(SI SSCSL SFS SHSL pUSL STL EFE S ZUSH SMCSH LIS GMSI L3 OGSL

dee8eadds

[orpojou]

';5'555'535“5“5"55!"&’5'

iz
oo, o s ey U wa0. 02 L1 (00005 < 000E 23) T D00 020 2]
ey g oy oy
i L L L SV R SUVL WAl S WY SMYL D SR G0L SO B SOW MW S W SO0 B SR WL SR S SR 3L Son ew s
= — I
. (1]
n
o
o
3
'
sz
@
B
" proe JwuIniag
3 . i
LA
’ 0
e z
H 143
|55 w
. B
i
2
Fas0. o) o £ 003140000 040 A 0015224 i 53+ b o1 o 00X

Y =
SIS KL SRS OFS) SOV) 29I SIS L9SI SSI SL SACSL GUS) SIS R SLOSL LS SACSL WS SCH

EREa

[ | _ N :
T tHd
[ | _ :
sz
[ _ N
€
| | _ ' unmRg
[ | _ N . )
v §
|| _ =
5
_ _ :
_ | : N
§5 L
i3
.
.
2 ]
1L 00006 < i 9 LV 10006 9¥ < 000E'520) e Ll

101X 338« Amg 10BI)X9 u\nﬁoﬁ_oﬁo\mo




ANNEXE 111 — Résultats bruts (densités optiques) et graphiques obtenus pour les tests
de cytotoxicité sur microplaque des cellules A549 exposées a I’extrait aqueux

24h d’exposition (A)
Témoin Concentration Extrait
0.298 | 0.311 0.50% 0.315(0.338|0.328|0.311(0.339(0.335|0.328|0.327
0.409 | 0.322 1% 0.279(0.333|0.305|0.294(0.292(0.311{0.291|0.292
0.215| 0.451 2% 0.339(0.283]0.272|0.322(0.256 (0.283|0.287|0.252
0.384 | 0.566 5% 0.218(0.216|0.215|0.174(0.236(0.194 |0.275|0.165
0.218 | 0.339 10% 0.199(0.126|0.105|0.177(0.100(0.114{0.108|0.128
0.308 | 0.269 25% 0.065(0.068|0.053|0.069(0.068(0.067|0.060|0.057
24h d’exposition (B)
Témoin Concentration Extrait
1.607 | 1.793 0.50% 1.705(1.662(1.664|1.706|1.712|1.693|1.715|1.656
1.707 | 1.729 1% 1.484(1.655(1.515|1.503|1.520|1.497(1.449|1.504
1.758 | 1.741 2% 1.218(1.329(1.669{1.439|1.301|1.514(1.340|1.656
1.635| 1.647 5% 0.786(0.983|0.8520.988(0.934(0.653|1.023|1.152
1.728 | 1.891 10% 0.874(0.72410.679|0.662|0.789(0.836 |0.799|0.822
1.647 | 1.737 25% 0.282(0.270|0.364|0.267|0.307(0.304|0.312|0.272
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48h d'exposition (A)

Témoin Concentration Extrait
0.894 | 0.926 0.50% 0.731(0.728]0.702|0.752|0.716 (0.765 | 0.681 | 0.677
0.852 | 0.871 1% 0.679(0.678|0.603|0.683|0.652(0.619|0.607|0.625
0.899 | 0.824 2% 0.574(0.5210.525|0.535(0.594(0.622 | 0.550|0.629
0.831| 0.901 5% 0.272(0.297|0.243|0.365(0.233(0.251|{0.282|0.318
0.932| 0.847 10% 0.168(0.159|0.1920.111(0.202|0.200{0.191|0.184
0.764 | 0.851 25% 0.088(0.087|0.070|0.065(0.057|0.071|{0.061|0.074

48h d’exposition (B)

Témoin Concentration Extrait
2.045| 1.988 0.50% 1.378|1.111(1.280(1.113|1.614|1.431(1.498(1.253
2.008 | 2.008 1% 1.334|0.881(1.036|1.270|1.588|1.557(1.329(1.409
2.102 | 2.048 2% 1.21711.136(1.131{1.179|1.201|1.132(1.246|1.403
1.939 | 1.985 5% 0.721(0.470|0.643|0.616(0.521|0.573|0.626|1.474
2.001 | 2.063 10% 0.470(0.397|0.435|0.591(0.701{0.571{0.559|1.159
2.089 | 1.968 25% 0.184(0.283|0.205|0.125(0.244(0.150{0.215|0.120

Pourcentage d'inhibition de pousse cellulaire (%6)

100 =
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72h d'exposition (A)

Témoin Concentration Extrait
2.427(2.376 0.50% 1.218|1.300(1.195|1.258|1.186(1.178(1.118|1.222
2.390(2.381 1% 0.975(0.987|1.047|1.005(1.011|0.918]1.032|0.933
2.381(2.412 2% 0.929(0.917]0.907(0.893(0.921|0.937|0.884 |(0.824
2.311)2.342 5% 0.287]0.423]0.343|0.360]0.483|0.598|0.555|0.472
2.34712.379 10% 0.448]0.468(0.200(0.406|0.399(0.424|0.388|0.349
2.343|2.378 25% 0.120(0.18410.179]0.118|0.229|0.124|0.193|0.204
72h d’exposition (B)
Témoin Concentration Extrait
2.291 | 2.280 0.50% 1.219(1.359(0.968|1.124]1.381|1.339(1.374|1.368
2.289 | 2.292 1% 0.952(1.038|1.161|1.166(1.152(1.160{0.981|1.018
2.294 ] 2.281 2% 0.94410.965(0.828|0.788|0.785|0.976|0.764 | 0.703
2.275|2.278 5% 0.365(0.438|0.279]10.477|0.519(0.520|0.526 |0.548
2.281 | 2.290 10% 0.136(0.117|0.1260.121(0.175(0.244{0.115|0.119
2.292 | 2.304 25% 0.206{0.250|0.109]0.226|0.301(0.202|0.274|0.159
Inhibition de la pousse cellulaire de cellules de la lignée A549
aprés 72 heures d'exposition a I'extrait aqueux
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24h d’exposition + 24h de récupération (A)

Témoin Concentration Extrait
1.640(1.636 0.50% 1.223(1.106|1.046|1.134(1.098|1.485|1.401|1.445
1.684(1.717 1% 1.245(1.012|1.013|1.043(1.110(1.368|1.343|1.232
1.797(1.738 2% 1.066(0.962|1.075|1.001{1.085(1.215|1.184(1.147
1.526(1.396 5% 0.25410.313(0.244|0.324|0.263|0.282|0.279|0.268
1.668(1.771 10% 0.356|0.267(0.228(0.286|0.273|0.207|0.218|0.219
1.856(1.796 25% 0.24410.178(0.276 0.343|0.242{0.217|0.245|0.216

24h d’exposition + 24h de récupération (B)

Témoin Concentration Extrait
0.937|1.134 0.50% 0.686|0.662(0.728(0.782|0.759|0.760(0.781|0.779
1.024|1.064 1% 0.6140.608|0.878(0.705|0.745|0.690(0.478|0.565
1.048|1.000 2% 0.6260.500(0.463(0.536|0.512{0.508|0.489|0.495
0.75710.794 5% 0.153|0.086|0.086 (0.106|0.153|0.054 |0.053|0.063
1.313(0.895 10% 0.0640.053|0.065(0.061|0.059{0.071(0.108|0.070
0.809|0.904 25% 0.0460.044{0.043{0.048|0.075{0.047|0.023|0.038
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48h d’exposition + 24h de récupération (A)

Témoin Concentration Extrait
1.817(1.829 0.50% 0.923]1.135{1.305(1.349|1.496|1.346|1.480|1.537
1.824(1.832 1% 0.928|1.071|1.163(1.098|1.262{1.276(1.230|1.278
1.951(1.906 2% 0.949|1.017|0.944(1.008|0.950{0.980(1.014|1.070
2.098|2.097 5% 0.341]0.345|0.357(0.301]0.409|0.388(0.358|0.292
2.076|2.081 10% 0.1480.199|0.164(0.171|0.161{0.172{0.202|0.218
1.981|2.090 25% 0.187|0.207|0.151{0.133|0.179|0.180(0.137|0.146

48h d’exposition + 24h de récupération (B)

Témoin Concentration Extrait
2.711|2.696 0.50% 2.575|2.599|2.588(2.567|2.587(2.591|2.572|2.577
2.698|2.711 1% 2.468|2.472|2.451(2.441)|2.449|2.452|2.431|2.442
2.667|2.699 2% 1.404(1.584|1.416|1.396|1.400(1.364|1.365|1.343
2.691|2.690 5% 1.069(0.976|0.864|1.084|0.912(0.860|0.928|0.825
2.693|2.702 10% 0.406|0.396|0.368(0.333]0.360|0.366 (0.342]0.342
2.719|2.705 25% 0.1360.131|0.145{0.2060.137{0.201(0.100|0.127
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ANNEXE IV — Résultats bruts (densités optiques) et graphiques obtenus pour les tests
de cytotoxicité sur microplaque des cellules A549 exposées a I’extrait a I’acetate d’éthyle

24h d’exposition (A)
Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
1.820]1.773] 1.752 | 1.761 | 0.05% (22.5 pyg/mL) |1.326|1.320(1.716(1.478|1.560|1.287
1.706]1.763| 1.833 | 1.673 0.1% (45 ug/mL) [1.231]1.165]1.407]1.604(1.477(1.190
1.853(1.796( 1.801 | 1.712 [0.25% (112.5 ug/mL) |0.820]0.858]0.985|0.925(0.888(0.916
1.819]11.590] 1.794 | 1.726 | 0.5% (225 pyg/mL) ]0.400[0.410{0.480[0.545(0.4440.496
1.779(1.771( 1.758 | 1.747 [0.75% (337.5 ug/mL) |0.439[0.335]0.487|0.530(0.388[0.422
1.926(1.739| 1.787 | 1.724 1% (450 pg/mL) 0.369]0.371(0.314|0.571]0.405|0.544
24h d’exposition (B)
Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
0.715(0.733| 0.706 | 0.711 | 0.05% (22.5 uyg/mL) |0.582]0.540]0.605]0.532|0.495(0.579
0.729)10.775| 0.707 | 0.710 0.1% (45 ug/mL) ]0.533]/0.450]0.492]0.453|0.534(0.490
0.735]0.744] 0.697 | 0.704 | 0.25% (112.5 yg/mL) |0.356 [0.310(0.341]0.409]0.332]0.380
0.745(0.704| 0.715 | 0.698 | 0.5% (225 ug/mL) [0.157]0.227]0.237]0.260|0.324(0.333
0.616]0.656| 0.697 | 0.703 | 0.75% (337.5 ug/mL) |0.177(0.157(0.178]0.203]0.131]0.142
0.697)10.664| 0.704 | 0.695 1% (450 pg/mL) 0.198]0.164(0.161]0.190]0.153|0.162
Inhibition de la pousse cellulaire de cellules de la lignée A549
apres 24 heures d'exposition a I'extrait a I'acétate d'éthyle
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48h d'exposition (A)

Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
1.053]1.048] 1.006 | 1.017 | 0.05% (22.5 pg/mL) [0.720]0.698[0.730(0.717[0.694|0.709
1.023(1.036| 1.008 | 1.012 0.1% (45 ug/mL) 10.218(0.152(0.207[0.239]0.155|0.145
1.013]1.046] 1.002 | 1.013 [0.25% (112.5 ug/mL) |0.147]0.142{0.137(0.168(0.110|0.128
1.041(1.006| 1.004 | 1.007 0.5% (225 ug/mL) [0.133]0.088]0.144]10.123(0.127(0.112
0.928(0.960| 1.016 | 1.006 |0.75% (337.5 ug/mL)|0.083]0.068]0.083|0.092|0.069 [0.067
1.007(1.037| 0.993 | 0.996 1% (450 pg/mL) 0.07410.061]0.093(0.088]0.066|0.077
48h d'exposition (B)
Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
2.545|2.511| 2.456 | 2.493 | 0.05% (22.5 pg/mL) [1.847(1.764]1.829(1.763(1.836|1.810
2.526(2.524| 2.484 | 2.437 0.1% (45 ug/mL) 10.741(0.776[0.842|0.813]0.753|0.699
2.525|2.517] 2.489 | 2.434 |0.25% (112.5 ug/mL)|0.634|0.712]0.709(0.601[0.703|0.758
2.509(12.500| 2.435 | 2.435 0.5% (225 ug/mL) [0.453]0.365]0.306]0.380(0.338(0.289
2.513|2.502| 2.410 | 2.429 |0.75% (337.5 ug/mL)|0.303]0.181]0.200{0.292(0.239|0.140
2.551(2.534| 2.402 | 2.401 1% (450 pg/mL) 0.186]0.103]|0.117(0.117|0.113]0.134
Inhibition de la pousse cellulaire de cellules de la lignée A549
apres 48 heures d'exposition a I'extrait a I'acétate d'éthyle
100 =
~°§ 90 = - §/° ®
Z 40 -
g 70 =
35
S 60 =
3
c 50 =
N=l
S 40
=
S 30 o
2
g 20 =
% 10 =
o & —$ =
0 54? T - r 1 T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Concentration de I'extrait a I'acétate d'éthyle en % (v/v)

-o- 48 heures d'exposition A

48 heures d'exposition B
-e- 48 heures d'exposition au DMSO A -=- 48 heures d'exposition au DMSO B

75




72h d'exposition (A)

Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
1.994(2.008| 1.996 | 1.987 [ 0.05% (22.5 ug/mL) [1.046[0.828]0.701]0.894 |0.937[0.999
2.003]2.016( 1.988 | 1.992 0.1% (45 ug/mL) 10.807(0.646[0.737|0.769]0.655|0.743
1.973(2.046( 1.989 | 1.993 [0.25% (112.5 ug/mL) [0.117]0.156]0.129]0.248|0.190(0.278
1.981]2.004| 1.984 | 1.927 0.5% (225 ug/mL) [0.102]0.185]0.104]0.143(0.137(0.152
2.038[1.960| 1.966 | 1.916 |0.75% (337.5 ug/mL)|0.114]0.059|0.067{0.125|0.083|0.033
1.977]1.985| 1.933 | 1.906 1% (450 pg/mL) 0.25310.02210.064(0.102]0.096[0.034
72h d'exposition (B)
Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
2.449(2.401| 2.302 | 2.299 | 0.05% (22.5 yg/mL) [1.002]11.248|1.166(1.323[1.254|1.184
2.29712.405( 2.315 | 2.348 0.1% (45 ug/mL) 10.724(0.621[0.624|0.691]0.805)|0.603
2.315(2.437| 2.351 | 2.331 | 0.25% (112.5 ug/mL) |0.548]0.328|0.402(0.3860.427]0.411
2.30112.359( 2.273 | 2.343 0.5% (225 ug/mL) [0.106{0.098]0.092]0.080(0.078(0.139
2.371(2.321| 2.314 | 2.197 | 0.75% (337.5 ug/mL) |0.131]0.095|0.167(0.104 {0.093|0.126
2.45012.368( 2.202 | 2.306 1% (450 pg/mL) 0.04110.072]0.068|0.062]0.047(0.139
Inhibition de la pousse cellulaire de cellules de la lignée A549
aprés 72 heures d'exposition a I'extrait a I'acétate d'éthyle
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24h d’exposition + 24h de récupération (A)

Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
1.662]1.707] 1.602 | 1.586 | 0.05% (22.5 yg/mL) [1.024]0.903(1.101(0.972(0.836|0.799
1.582]1.656| 1.599 | 1.594 0.1% (45 ug/mL) 10.743[0.615[0.698|0.752]0.797)0.802
1.467]1.495] 1.600 | 1.562 [0.25% (112.5 ug/mL) |0.683|0.197[0.457(0.210(0.358|0.456
1.692]1.703| 1.585 | 1.577 0.5% (225 ug/mL) [0.097[0.106]0.203]0.086(0.122(0.201
1.538]|1.479] 1.553 | 1.526 [0.75% (337.5 ug/mL) |0.019]0.082[0.053(0.144(0.005]|0.010
1.571]1.624| 1.522 | 1.513 1% (450 pg/mL) 0.05110.073]0.092|0.013]0.016(0.092
24h d’exposition + 24h de récupération (B)
Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
2.106/2.304| 2.186 | 2.201 | 0.05% (22.5 pg/mL) [0.998(1.001]0.856(0.792(1.201|1.105
2.34612.229( 2.196 | 2.175 0.1% (45 ug/mL) 10.447(0.941[0.816[0.897]0.903|0.706
2.003|2.211] 2.208 | 2.164 |0.25% (112.5 ug/mL)|0.669|0.440]0.605(0.329(0.539|0.361
2.215]12.269( 2.160 | 2.153 0.5% (225 ug/mL) [0.141]0.068]0.021]0.180(0.205(0.226
2.253|2.146| 2.157 | 2.145 |0.75% (337.5 ug/mL) | 0.096|0.047]0.142{0.063[0.028|0.130
2.21412.247] 2.109 | 2.111 1% (450 pg/mL) 0.116]0.027]0.068|0.109]0.065[0.093
Inhibition de la pousse cellulaire de cellules de la lignée A549 aprés 24 heures
d'exposition a I'extrait a l'acétate d'éthyle puis 24 heures de récupération
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48h d’exposition + 24h de récupération (A)

Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
1.612]1.992] 1.848 | 1.863 | 0.05% (22.5 yg/mL) [0.982]0.943[0.917(0.775(0.808|0.811
2.071]11.601( 1.854 | 1.847 0.1% (45 ug/mL) 10.665[0.866[0.832]0.797]0.854|0.693
1.579]1.655] 1.812 | 1.821 [0.25% (112.5 ug/mL) |0.186|0.141{0.253(0.143(0.146|0.292
2.04811.918( 1.798 | 1.851 0.5% (225 ug/mL) [0.073]0.094]0.036]0.125(0.102(0.076
1.915]1.959] 1.835 | 1.812 [0.75% (337.5 ug/mL) | 0.094 | 0.037[0.073[0.059(0.081|0.057
205711924 1.774 | 1.795 1% (450 pg/mL) 0.09110.078]0.038|0.023]0.087[0.078
48h d’exposition + 24h de récupération (B)
Témoin Témoin DMSO Concentration Extrait
1.856]1.830] 1.823 | 1.835 | 0.05% (22.5 yg/mL) [1.031]0.768[1.050(0.604[1.026|0.787
1.778]1.979| 1.807 | 1.818 0.1% (45 ug/mL) 10.739(0.660(0.700|0.722]0.552|1.112
1.946]2.130] 1.766 | 1.802 [0.25% (112.5 ug/mL) |0.104|0.098[0.153(0.2260.225]|0.389
1.721]1.835| 1.776 | 1.820 0.5% (225 ug/mL) [0.028]0.035]0.067]0.064(0.161(0.189
1.64211.941] 1.793 | 1.799 [0.75% (337.5 ug/mL) | 0.082]0.094(0.117{0.057[0.088|0.013
1.605]1.688| 1.719 | 1.740 1% (450 pg/mL) 0.03810.069]0.051/0.180]0.066[0.044
Inhibition de la pousse cellulaire de cellules de la lignée A549 aprés 48 heures
d'exposition a I'extrait a I'acétate d'éthyle puis 24 heures de récupération
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ANNEXE V - Résultats bruts (densités optiques) et graphiques obtenus pour les tests de
cytotoxicité sur microplaque des cellules BEAS-2B exposees a I’extrait aqueux

24h d’exposition (A)

Témoin Concentration Extrait
1.203|1.231 0.50% 1.12711.228(0.993(1.192]1.129]1.041]1.087|1.180
1.486| 1.238 1% 1.031]1.041(1.038(1.214]1.110]1.140] 1.109| 1.036
1.220| 1.224 2% 1.156]1.213(1.070(1.009] 0.923] 1.162 ] 1.063 | 1.020
1.210|1.278 5% 1.0690.980(0.857(0.991]1.112]0.820] 1.189| 1.123
1.206 | 1.206 10% 0.996 1 0.971]10.99410.930[0.931[0.912(1.068| 1.014
1.264 | 1.098 25% 0.538|0.659]0.561]0.797]0.784[0.743[0.519| 0.634

24h d’exposition (B)

Témoin Concentration Extrait
1.766 | 1.764 0.50% 1.7261.647[1.665[1.706]| 1.682 | 1.698 | 1.745| 1.656
1.578 | 1.997 1% 1.625]1.644(1.668|1.577]|1.677|1.742]1.664 | 1.606
1.936 | 1.829 2% 1.565[1.444 (1551 (1567]1.671)1.485]1.561|1.591
1.933|1.751 5% 1.655(1.483(1.574(1547]11.419]1.334]1.623|1.651
1.774 1 1.769 10% 1.106]1.451(1.469(1.258]1.303] 1.102] 1.349| 1.359
1.882 | 1.687 25% 0.73010.952]10.954 ] 0.767]0.995| 0.875]0.953 | 1.087

Inhibition de la pousse cellulaire de cellules de la lignée BEAS-2B
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48h d’exposition (A)

Témoin Concentration Extrait
1.726 | 1.647 0.50% 1.142(1.162|1.178|1.145(1.090| 1.197 | 1.099 | 1.079
1.625| 1.644 1% 0.999]1.079/0.982|1.041]1.065|0.961|1.070] 1.051
1.565 [ 1.444 2% 0.878]0.886 | 0.835 | 0.900 | 0.902 | 0.993 | 0.846 | 0.812
1.655 | 1.483 5% 0.667 ] 0.783| 0.735 | 0.680 | 0.871 | 0.928 | 0.780 | 0.721
1.106 | 1.451 10% 0.774] 0.775| 0.570 | 0.573 | 0.568 | 0.647 | 0.498 | 0.623
0.730] 0.952 25% 0.453]0.441| 0.649|0.749] 0.591 | 0.600 | 0.408 | 0.615

48h d’exposition (B)

Témoin Concentration Extrait
1.795 | 1.847 0.50% 1446 (1.475]| 1570|1591 |1.477]|1.429| 1599 | 1.511
1.707 | 1.728 1% 1.501(1.473]1.388|1.418|1.401|1.418| 1.522 | 1.459
1.299 | 1.636 2% 1.117(1.353|1.369|1.342(1.107|1.318 | 1.157 | 1.084
1.795| 1.238 5% 0.962 ] 1.067 | 0.961 | 0.972] 0.949(0.911|1.053] 1.011
1.880 | 1.301 10% 0.832]0.950| 0.842]0.994 ] 0.729 | 0.801 | 0.979 ] 0.840
1.736 | 1.697 25% 0.709] 0.652 | 0.968 | 0.584 | 0.875 | 0.693 | 0.752 ] 0.847
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Abstract

Background: Inonotus obliquus, also known as Chaga, is a parasitic fungus growing on birches and used in traditional
medicine (especially by Khanty people) to treat various health problems. In this study, we aimed to quantify the 3
metabolites frequently cited in literature, that is, betulin, betulinic acid, and inotodiol in the Chaga recently discovered
in forests located in Normandy (France), and to compare their concentrations with Ukrainian and Canadian Chaga. This
study also explores the cytotoxicity of the French Chaga against cancer-derived cells and transformed cells. Methods: A
quantification method by HPLC-MS-MS (high-performance liquid chromatography—tandem mass spectrometry) of betulin,
betulinic acid, and inotodiol was developed to study the French Chaga and compare the concentration of these metabolites
with extracts provided from Chaga growing in Canada and Ukraine. This method was also used to identify and quantify
those 3 compounds in other traditional preparations of Chaga (aqueous extract, infusion, and decoction). Among these
preparations, the aqueous extract that contains betulin, betulinic acid, and inotodiol was chosen to evaluate and compare
its cytotoxic activity toward human lung adenocarcinoma cells (A549 line) and human bronchial epithelial cells (BEAS-
2B line). Results: French Chaga contains betulin and betulinic acid at higher levels than in other Chaga, whereas the
concentration of inotodiol is greater in the Canadian Chaga. Moreover, the results highlighted a cytotoxic activity of the
Chaga’s aqueous extract after 48 and 72 hours of exposure with a higher effect on cancer-derived cells A549 than on
normal transformed cells BEAS-2B (P = 0.025 after 48 hours of exposure and P = 0.004 after 72 hours of exposure).
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Polyporus obliquus by Fries® (1830), followed by Quélet*
(1888), who called it Poria obligua (under the bark of dry
Fagus). In 1927, Bourdot and Galzin® called it Xanthochrous
obliquus, and its current name, Inonotus obliguus, was
given by Pilat®’ (1936, 1942), who studied it thoroughly.
Chaga has oblique pores—the origin of its species name
obliguus.

Currently, this fungal species has only been described in
the northern hemisphere. We can particularly find it in
Canada, 1n the north of the United States of America, in
Kazakhstan, in Siberia, in Ukraine, in Japan, in South
Korea, in China, as well as in Europe (mostly in the north-
ern and eastern parts of the continent). Its description in
France is more recent, the first one dating from 1953 in
Seine-et-Marne under the name of Xanthochrous obliquus®;
it has also been found and described even more recently in
Normandy. Chaga has been used since the 12th century in
Eastern Europe. From historical chronicles, it is known that
Kiev Prince (Knyaz) Vladimir Monomakh had a lip tumor
and got rid of the disease thanks to treatment with Chaga
mushroom.” The Khanty people, an ethnic group from
Siberia formerly called the Ostyaks,'® also used it in tradi-
tional medicine for different therapeutic indications: as an
anthelminthic, as an antitubercular, to cure digestive disor-
ders (gastritis, ulcers, etc), or even to prevent cardiac or
hepatic illnesses. They used the crushed asexual form of the
Chaga in several ways: by infusion, inhalation, or macera-
tion in water of the charcoal obtained after burning to make
body soap, which was used as an antiseptic.’

In the middle of the 20th century, it was still used in
Siberia for its properties by Russian farmers and workers too
poor to buy tea: they crushed it and drank it as an infusion.

This use of the Chaga in Siberian gulags is mentioned in
Alexandre Soljénitsyne’s book Le Pavillon des cancéreux
(Cancer Ward)." Soviet health authoritics noticed a
decrease of the incidence of cancer cases in this population
and assumed that the consumption of this infusion was a
protective factor against cancer. In 1955, the USSR Ministry
of Health recognized the therapeutic interest of 7 obliquus
used as a decoction and wrote it down in the Soviet
Pharmacopeia under the name of Befunginum.

The extracts of I obliguus have been used in China,
Korea, Japan, Russia, and the Baltics for their favorable
effects on lipid metabolism and cardiac function, as well as
for antibacterial, anti-inflammatory, antioxidant, and antitu-
mor activities."”

Inonotus obliquus extracts were found to inhibit hepati-
tis C virus'* and human immunodeficiency virus'” and dem-
onstrated strong antioxidant and immunostimulatory
activities in vitro.'®!7 At the same time, animal studies
revealed that aqueous extracts of 1. obliquus exhibited anti-
inflammatory effects in experimental colitis'™*" and pro-
moted lipid metabolism.” The mushroom has the ability to
increase peroxisome proliferator-activated receptors y

transcriptional activities, which are expected to be thera-
peutic targets for dyslipidemia and type 2 diabetes.”

Its biological activities explain why it is used as an adju-
vant in oncology, especially in anticancer chemotherapies
in Asian pharmacopoeias.

The chemical analysis of Chaga in scientific literature
revealed several compounds such as polysaccharides, triter-
penes, and polyphenols, which might be responsible for
most of the therapeutic effects previously mentioned.”* A
tetracyclic triterpene called inotodiol produced following
the lanosterols biosynthetic pathway elicited the interest of
the international scientific community.”® Inotodiol has
antiproliferative properties, demonstrated in vitro with
human lung adenocarcinoma cells (A549) cancer-derived
cells or HeLa.**"!

In addition, 2 other components derived from birch are
frequently described in Chaga: betulin (or betulinol) and
betulinic acid.*” Several species of birch are, indeed, used in
traditional medicine with a very wide geographical distribu-
tion. The spectrum of pharmacological properties associ-
ated with their uses is important: antimicrobial, antidiabetic,
hepatoprotective, antiarthritic, and anticancer activities.*
These last 2 activities were the most studied, especially
from betulin and betulinic acid. In traditional medicine, the
use of birch against rheumatism is reported, for example, in
Bosnia-Herzegovina and Lebanon.*** From an experimen-
tal point of view, the study by Griindemann et al*® confirms
the anti-inflammatory effect of the extract of Betula pen-
dula by its action on the lymphocytes. Different species
belonging to the genus Betula have also been tested to eval-
uate their anticancer potential. The compounds betulin and
betulinic acid were tested in vitro on different models of
cancer cells (cutaneous, ovarian, and pulmonary) demon-
strating their antiproliferative potential.***

Our work is the first experimental approach on Chaga
collected in France. This contribution aims, on the one
hand, to develop a quantification method of betulin, betu-
linic acid, and inotodiol in Chaga extracts, and on the other
hand, to evaluate and compare the biological activity of
these extracts toward A549 line and human bronchial epi-
thelial cells (BEAS-2B line).

Materials and Methods

Collection and Identification of Chaga (Inonotus
obliquus)

Chaga can be described as an irregular cracked, black-
brownish, hard, brittle fungus, looking like charcoal on the
outside, with a diameter ranging from 10 to 20 cm; inside it
is brown in color. The microscopic examination shows a
monomitic structure with brown hyphae and a thick parti-
tion with a diameter from 2.5 to 6-7 um. These hyphae are
however separated but without loops.**
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Figure 1. Asexual form of Inonotus obliquus (Chaga) on birch
trunk.

The fungal infestation results from a contamination of the
duramen of the host trees by basidiospores via unhealed inju-
ries, which have left this matrix uncovered. The asexual form
grows as long as the tree lives and causes a fibrous white rot
of the central cylinder of the tree, degrading the cellulose,
hemicellulose, and lignin. The sexual form (fruiting body)
appears between the bark and the sapwood as a yellowish
crust turning brown 2 to 12 years after the death of the host
tree.*"*? It shows oblique and elongated pores upholstered by
a hymenium with bi- to tetrasporic basidium without basal
loop. It is this sexual form that releases elliptic to globular,
smooth, yellowish basidiospores measuring from 8 to 10 pm
% 5 to 7.5 um ensuring the dissemination of the fungus.*

Asexual forms of . obliquus were respectively purchased
in Canada (Gaspésie Sauvage Produits Forestiers Inc), har-
vested in Ukraine (the Karpatsky National Park, Ivano-
Frankivsk region), and in France (the Forest of Grimbosq,
Normandy, France). These forms resembling blackish
growths (Figure 1), with a circumference from 15 to 28 cm
and measuring about 10 m, were harvested to a height from
0.8 to 2.5 m on trunks of birch (Betula pendula).

Preparation of the Extracts

Chaga was dried in a desiccator (Drying Device Dénex
SIGG AG 1978) for 5 days at 35°C. The dry fungal material

was crushed and then sprayed with Blender BBY0E
(Waring) before sieving to 2 mm to prepare aqueous, cyclo-
hexane, and ethyl acetate extracts. The extractions were
performed in the darkness at room temperature (20°C).

Cyclohexane Extract. The powder (180 g) was first stirred in
contact with cyclohexane (1 L) for 90 minutes on an orbital
agitator at 180 rpm. After filtration on Whatman No. 3
paper the recovered solid residue was extracted again with
cyclohexane (500 mL) for 2 hours with the same stirring
system and then filtered on Whatman No. 3 filter paper. The
2 cyclohexanic extracts were pooled and evaporated with
Rotavapor at 40°C until the obtainment of a yellow residue
0f 2.6294, 2.4744, and 2.5166 g, respectively, for the Cana-
dian, French, and Ukrainian Chaga.

Ethyl Acetate Extract. The dried solid residue was then con-
tacted with ethyl acetate (1 L) for 4 days on an orbital agita-
tor at 180 rpm. At the end of these 4 days, filtration was
carried out in 3 steps: on carded cotton, on Biichner, and on
filter paper Whatman No. 3.

Extracts were evaporated with Rotavapor at 40°C until
the obtainment of a yellow powdery residue of 0.9837,
0.9248, and 0.9315 g, respectively, for the Canadian,
French, and Ukrainian Chaga.

Aqueous Extract. The powder (100 g) was stirred on contact
with ultrapure water (500 mL) for 22 hours at room tem-
perature (20°C) on an orbital agitator at 180 rpm. Filtration
was then carried out on Whatman No. 3 paper in order to
obtain 250 mL of aqueous extract. A 100 mL aliquot of this
extract was concentrated with Rotavapor at 40°C until a
volume of 40 mL was obtained.

Decoction by Khanty Method.'' The asexual form was cut in
small pieces from 5 to 10 g then put in boiling water for 15
minutes. We used carded cotton and filter paper Whatman
No. 3 for filtration.

Infusion According to the Canadian Method (Gaspésie Sauvage
Produits Forestiers Inc). We put 3 chunks (from 5 to 10 g) in 1
L of cold water and let it rest for 30 minutes, then we heated
it without boiling it for 30 additional minutes. We used carded
cotton and filter paper Whatman No. 3 for filtration.

Before their use, all extracts obtained were stored in the
refrigerator at +4°C and protected from light.

Quantification by High-Performance Liquid
Chromatography Coupled to a Mass
Spectrometer (HPLC-ESI-QTOF MS/MS)

Reagents and Materials. Acetonitrile (ULC-MS grade) and
acetone (pesticides grade) were purchased from Biosolve
Chimie (Dieuze, France), while formic acid (98% purity)
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Table I. Multiple Reaction Monitoring Transitions Used for the 3 Target Analytes and Internal Standards.

Precollision Produced Collision  Cell Acc Retention
Compound Name  lon Mass MSI lons MS2 Res Dwell Frag (V)  Energy (V) V) Polarity Time
Betulinic acid 439.3 Unit 95 Unit 20 100 48 7 Positive 14.545
8l.1 100 48 Positive minutes
Atrazine D5: ISTD 221.1 Unit 179.1 Unit 20 ) 16 Positive 7419
69.1 15 40 Positive minutes
Betulin 425.3 Unit 95 Unit 20 100 48 Positive 14.781
8l 100 48 Positive minutes
Inotodiol 425.3 Unit 246.9 Unit 20 100 12 Positive 15.66
minutes

Abbreviation: MS, mass spectrometer.

and ecthyl acetate (HPLC HiPerSolv Chromanorm grade)
were purchased from VWR (Radnor, PA). Reverse osmosis
water (HPLC grade) prepared using a Millipore water puri-
fication system was used for all the preparations. The inter-
nal standard (Atrazine D5; 99% purity) was obtained from
Dr Ehrenstorfer. Betulin (297.5% purity) and betulinic acid
(297.5% purity) standards were purchased from Sigma
Aldrich (Saint-Louis, MO), while inotodiol standard (295%
purity) was purchased from Chemfaces (Hubei, China). All
the solutions were filtered through a 0.45 pm PVDF Milli-
pore Millex HV (Merck-Millipore, Billerica, MA).

Standard Solutions and Samples Preparation. Standard stock
solutions of atrazine D5, betulin, betulinic acid, and inoto-
diol at a concentration of 1000 mg/L were prepared in ethyl
acetate (2 mg of powder in 2 mL of ethyl acetate). A work-
ing solution containing inotodiol, betulin, betulinic acid
standards at a concentration of 10 mg/mL was prepared in
acetone (50 pL of each stock solution ¢s 5 mL of acetone).
We also prepared a working solution of our internal stan-
dard (atrazine D5) at a concentration of 500 pg/L in aceto-
nitrile (5 pL of stock solution in 10 mL of acetonitrile). The
range calibration made with these working solutions was
from 0.001 to 5 mg/L.

Ethyl acetate and cyclohexane dry extracts were taken
up in 10 mL (for the French Chaga) or 30 mL of acetonitrile
(for the Canadian and Ukrainian Chagas), passed through
ultrasound for 15 minutes, and then filtered through PVDF
0.45 pm filters. The cyclohexane extract was then diluted to
10% and the ethyl acetate extract to 20% (for the French
Chaga) or to 1% (for the Canadian and Ukrainian Chagas)
in a solution containing acetonitrile, distilled water, and the
internal standard (atrazine D5). The water extract, infusion,
and decoction were filtered through PVDF 0.45 pm filters
and then diluted to 20% (water extract and infusion) or 50%
(decoction) in a solution containing acetonitrile, distilled
water, and the internal standard (atrazine D5).

HPLC-ESI-QTOF MSIMS Analysis. A HPLC analysis was
applied on an Agilent 1290 Infinity LC instrument (Agilent,

Santa Clara, CA) consisting of a binary pump, a thermostat-
ted autosampler, and a column compartment. The samples
were separated on Waters Acquity UPLC BEH CI8 15
pmm % 2.1 mm x 1.7 um (Waters, Milford, MA). The
mobile phase was a stepwise gradient of water (containing
0.01% formic acid, v/v) and acetonitrile (containing 0.01%
formic acid, v/v; 0 minute, 97:3; 4 minutes, 70:30; 12min-
utes, 30:70; 15 minutes, 5:95; 17 minutes, 5:95; and 20 min-
utes, 97:3). The column temperature was set at 40°C and the
flow rate was 0.45 mL/min. The HPLC system was con-
nected to an Agilent 6470 MS-MS triple quadrupole (Santa
Clara, CA) equipped with an EST interface using the follow-
ing operation parameters: capillary voltage, 3.5 kV ((+) ESI
mode); nebulizer, 40 psig; drying gas (nitrogen) flow rate,
10.0 L/min; sheath gas flow rate, 10.0 L/min; gas tempera-
ture, 350°C; sheath gas temperature, 350°C; and V charg-
ing, 500 V. The multiple reaction monitoring transitions
used for the 3 target analytes and internal standards are
shown in Table 1. The quantification data were processed
with Agilent Mass Hunter Quantitative Workstation Soft-
ware Version B.07.01 (Agilent Technologies).

Method Validation. The limits of detection, limits of quantifi-
cation, regression equation, and correlation coefficient of
calibration curves (#?) for each standard are reported in
Table 2.

Cytotoxicity Assay

The A549 cells (human alveolar epithelial cells derived
from an adenocarcinoma) having a doubling time of 24
hours were cultured in 96-well microplates (BD Falcon) in
a DMEM medium (Gibco) supplemented with 1% bicar-
bonate solution at 7.5% (Gibco) and 10% decomplemented
fetal calf serum.

The BEAS-2B cells (immortalized human bronchial epi-
thelial cells) having a doubling time of 26 hours were cul-
tured in 96-well microplates (BD Falcon) in 500 mL of
BEBM medium (Gibco) supplemented with 2 mL bovine
pituitary extract, 0.5 mL of hydrocortisone, 0.5 mL of
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Table 2. LOD, LOQ, Regression Equation, and Correlation Coefficient of Calibration Curves.
Cyclohexane Ethyl Acetate Aqueous
Extract Extract Extract Infusion Decoction
Betulinic acid LOD (pg/L) 03 0.3 0.3 1.7 0.7
LOQ (pg/L) I I | 5 2
Regression equation/ French Chaga (February 8, 2016), dilution range = I-1000 pg/L: y = (-6.09 x 1078 x
correlation x>+ (252 % 107%) x x + (6.58 x 107%)/r* = 0.9998
coefficient Canadian/Ukrainian Chaga (December 23, 2016), dilution range = [-500 pg/L: y =
(219 x 107) % x* + (455 x 107" % x + (3.61 % 107/ = 0.9994
Betulin LOD (ug/L) 03 03 0.3 1.7 0.7
LOQ (pg/L) I I 1 5 2
Regression equation/ French Chaga (February 2, 2016), dilution range = 1-5000 pg/L: y = (-3.44 x [07°) x
correlation X2+ (6.56 x 107°) x x + (3.62 x 107/r* = 0.9998
coefficient Canadian/Ukrainian Chaga (December 23, 2016), dilution range = [-1000 pg/L: y =
(-3.55 % 1078 x x> + (1.77 x 107 x x + (5.11 x 107%)//* = 0.9989
Inotodiol LOD (pg/L) 1.7 1.7 1.7 83 3
LOQ (pg/L) 5 5 5 25 10
Regression equation/ French Chaga (February 2, 2016), dilution range = 10-5000 pg/L: y = (-1.52 x 107'7) x
correlation x>+ (1.30 x 107%) x x + (2.53 x 107%/r* = 0.9998
coefficient Canadian/Ukrainian Chaga (December 23, 2016), dilution range = 10-5000 pg/L: y =

(-6.63 x 1079 x x> + (2.51 x 107°) x x + (5.60 x 10-4)/r* = 0.9992

Abbreviations: LOD, limits of detection; LOQ, limits of quantification.

human epidermal growth factor, 0.5 mL of epinephrine, 0.5
mL of transferrin, 0.5 mL of insulin, 0.5 mL of retinoic acid,
and 0.5 mL of tritodothyronine to obtain BEGM medium.

Each well was seeded 24 hours before exposure with 10 000
cells for A549 cells line and 15 000 cells for BEAS-2B cells
line suspended in 200 pL of medium, and then the microplates
are incubated in a stove at 37°C in a 5% CO2 atmosphere.

Before dilution, the aqueous extract was passed over a
hydrophilic filter with a PES membrane with a porosity of
0.22 um. The cells were then exposed to 6 different dilu-
tions of aqueous extract (expressed in %, vol/vol): 25%,
10%, 5%, 2%, 1%, and 0.5%. Eight replicates were made
by dilution and exposure duration: 24, 48, and 72 hours.

After the end of the exposure time, the cells were stained
with sulforhodamine B and the absorbance reading was per-
formed by spectrophotometry at 570 and 655 nm. From the
obtained absorbance means, the percentage of cell growth
inhibition was calculated for each concentration.

Statistical Analysis

Student’s £ test was used to compare cytotoxicity on A549 and
BEAS-2B cells. P < 0.05 was considered as statistically sig-
nificant. Analyses were conducted using the SAS version 9.4.

Results

Quantification of Metabolites by HPLC-ESI-
QTOF MSIMS

We first used organic extracts made from French Chaga to
develop the method of detection and quantification of the 3

metabolites searched in this study (betulin, betulinic acid,
and inotodiol).

An analysis of the chromatograms by extracted ion chro-
matograms allowed to demonstrate the presence of betulin,
betulinic acid, and inotodiol by searching for their masses
in cyclohexane and ethyl acetate extracts. Figure 2A to C
shows the mass spectra and the chromatograms obtained for
these 3 metabolites in the different organic extracts.

Then, we applied this method of detection and quantifi-
cation to other preparations of French Chaga, that is, an
aqueous extract, an infusion, and a decoction. Betulin, betu-
linic acid, and inotodiol were found (to a lesser extent than
in organic extracts) in the aqueous extract, but not in the
infusion or in the decoction (Table 3).

We also searched for these 3 metabolites in organic
extracts prepared from the Canadian and Ukrainian Chaga
to compare their concentration depending on the geographi-
cal origin of the samples. The results presented in Table 3
show that there are greater concentrations of birch metabo-
lites in French Chaga and more inotodiol in Canadian
Chaga. It is important to note, however, that the difference
in concentration of these metabolites may be due not only to
environmental factors (climate, host tree, etc) but also to the
conservation technique and the lapse of time between har-
vesting and the production of the extracts.

Biological Activity of the Aqueous Extract From
French Chaga

Figure 3A to C shows that cytotoxic activity exists for aque-
ous extract and was greater on cancerous cells than on nor-
mal transformed cells.
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Table 3. Quantification of Betulin, Betulinic Acid, and Inotodiol in Different Preparations of Chaga.

Preparations

Betulin (mg/L)

Betulinic Acid (mg/L)

Inotodiol (mg/L)

Canadian Chaga Cyclohexane extract 0.15 0.12 8.27
Ethyl acetate extract 13.45 5.12 464.86

Ukrainian Chaga Cyclohexane extract 0.78 0.14 41.37
Ethyl acetate extract 0.88 1.12 147.56

French Chaga Cyclohexane extract 6.48 037 52.70
Ethyl acetate extract 1100 52.92 373.02
Aqueous extract 0.23 0.16 11.70
Infusion <0.005° <0.005° <0.005°
Decoction <0.002° <0.002° <0.002°

*The values are less than limits of quantification.

The cytotoxicity on A549 and BEAS-2B cells was char-
acterized by a dose-dependent and time-dependent effect.
Our results showed that after 48 and 72 hours of exposure,
the cytotoxic activity was significantly reduced or lesser on
the BEAS-2B cells than on the A549 cells (P = 0.025 after
48 hours of exposure and P = 0.004 after 72 hours of expo-
sure). These observations underline the greater sensibility
of highly proliferative cells compared with normal ones,
which could be kept in mind for therapeutic uses.

Discussion and Conclusions

The identification of betulin and betulinic acid in all fungal
extracts can be considered as a signature of the link between
the parasitic fungus and its plant host. Indeed, these 2
metabolites, known to be present in the birch bark, are also
concentrated in the Chaga. This observation has previously
been made with other plant-fungus associations such as
pine and Polyporus pinicola***

Our study confirms the presence of inotodiol in the
French Chaga. This secondary metabolite has previously
been identified in extracts obtained from Chaga samples
from China, Finland, Thailand, and Russia.”****’ More gen-
erally, I obliquus is characterized by the presence of several
lanostane-type triterpenes, in particular inonotsuoxide A,
inotodiol, trametenolic acid, and lanostérol *

The absence of inotodiol in infusion and decoction
could be because of the concentrations below the limits
of quantification of our method. This could also suggest
that the properties attributed to this fungus in traditional
medicine are not because of the metabolites we have
sought to assay, but rather to the more polar molecules
and/or lower molecular masses found in Chaga. Indeed,
several studies have already demonstrated other types of
molecules such as polysa{:{:harides,49 melanin com-
plexes,™ lignin derivatives,” or polyphenols such as gal-
lic acid® in aqueous extracts.

For the cytotoxicity tests, we have chosen to use the
aqueous extract, because of the following:

e The presence of compounds known for their cyto-
toxic activity: inotodiol, betulin, and betulinic
- 131,53,54
acid.
e The presence of water-soluble compounds at the ori-
gin of properties recognized in traditional medicine.
e The safety of water used as a solvent in cell culture.

The cytotoxic activity of Chaga extracts appears to be
related to its diversity of active secondary metabolites.
Compounds such as betulin and betulinic acid are known
for their anticancer activity.”® Lanostanes such as inotodiol
are also studied for their cytotoxic effects.*® Thus, com-
pounds present in the aqueous extract could explain or at
least partly account for these effects.

The aqueous extract of Chaga showed antiproliferative
activity on different cellular models. For example,
Mazurkiewicz et al*> demonstrated the action of an extract
of Polish Chaga on A549 lung cells as in our study.
Antiproliferative activity has also been demonstrated in
melanoma cells, hepatic cancer cells,”” as well as in sar-
coma cells.*

Chung et al> showed that different fractions from
extracts of Russian Chaga showed cytotoxicity on various
cellular models including A549 cells. These fractions cor-
responded to lanostanes including inotodiol. The study by
Zhao et al*® also shows the efficacy of certain lanostanes
such as inonotsutriol against A549 cancer cells.

In conclusion, the analysis of the organic extracts of
Chaga revealed birch compounds such as betulin, betulinic
acid, and a characteristic fungal molecule inotodiol. The
Chaga recently discovered in the forests of Normandy con-
tains inotodiol as do those collected in Canada and Ukraine,
but our quantification method showed that the geographical
origin of the fungus has an impact on the concentration of
these metabolites. The biological results confirm a cyto-
toxic activity of the French Chaga on normal transformed
BEAS-2B cells but to a far lesser extent than on lung cancer
cells (A549). These observations allow us to consider the
therapeutic interest of the Chaga, its chemical complexity,
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Figure 3. (A) Cytotoxicity of the aqueous extract from French Chaga on A549 and BEAS-2B cells lines after 24 hours of exposure.
(B) Cytotoxicity of the aqueous extract from French Chaga on A549 and BEAS-2B cells lines after 48 hours of exposure. (C)
Cytotoxicity of the aqueous extract from French Chaga on A549 and BEAS-2B cells lines after 72 hours of exposure.
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and to emphasize the interest of continuing to investigate
mycotherapy potential by associating both chemical and
biological approaches.
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Le Chaga : un champignon aux propriétés anticancéreuses. Etude bibliographique et approche expérimentale.

Résumé

Inonotus obliquus (Chaga), est un champignon parasite du bois utilisé en médecine traditionnelle pour traiter
diverses maladies. Nous avons développé une méthode de quantification par CLHP-SM-SM pour quantifier la
bétuline, I’acide bétulinique et I’inotodiol et comparer leurs concentrations dans des extraits de Chaga frangais
(récemment découvert en Normandie), ukrainien et canadien. Parmi ces préparations, I’extrait aqueux contenant
ces trois molécules a été choisi pour évaluer son activité cytotoxique sur des cellules d’adénocarcinome
pulmonaire humain (lignée A549) et des cellules épithéliales bronchiques humaines (lignée BEAS-2B). Le
Chaga francais contient le plus de bétuline et d’acide bétulinique, alors que la concentration d’inotodiol est
supérieure dans le Chaga canadien. Nos résultats ont montré une cytotoxicité de I’extrait aqueux du Chaga aprés
48 et 72 heures d’exposition avec un effet plus important sur les cellules A549 que sur les cellules BEAS-2B
(p=0,025 aprés 48 heures d’exposition et p=0,004 aprés 72 heures d’exposition).
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Chaga: a mushroom with anticancer properties. Bibliographic study and experimental approach.

Summary

Inonotus obliquus (Chaga), is a wood-parasitic fungus used in traditional medicine to treat various diseases. We
have developed an HPLC-MS-MS method to quantify betulin, betulinic acid and inotodiol and to compare their
concentrations in extracts of French (recently discovered in Normandy), Ukrainian and Canadian Chaga.
Among these preparations, the aqueous extract containing these three molecules was chosen to evaluate its
cytotoxic activity on human lung adenocarcinoma cells (A549) and human bronchial epithelial cells (BEAS-
2B). French Chaga contains the most betulin and betulinic acid, while the concentration of inotodiol is higher
in Canadian Chaga. Our results showed a cytotoxicity of the aqueous extract of Chaga after 48 and 72 hours of
exposure with a greater effect on A549 cells than on BEAS-2B cells (p = 0.025 after 48 hours of exposure and
p = 0.004 after 72 hours of exposure).
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