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RESUME

Depuis quelques années, les produits d’origine naturelle sont de plus en plus demandés dans
le domaine de la cosmétologie et de la pharmacologie. Les chercheurs travaillent alors a valoriser la
biomasse végétale en étudiant des plantes pouvant posséder différents effets thérapeutiques. La
plupart d’entre elles sont déja connues de la médecine traditionnelle, qui répertorie un bon nombre
de plantes possédant des activités biologiques diverses. C’est le cas du genre Aralia, qui appartient a
la famille des Araliaceae. Parmi les différentes espéces d’Aralia, trois seulement sont présentes au
Québec : I’Aralia racemosa, 1’Aralia nudicaulis et I’Aralia hispida. Malgré I’analogie entre I’Aralia
et le Panax ginseng, ainsi qu’une connaissance des amérindiens et d’ethnies d’Asie de I’est pour
I’utilisation de ce genre en médecine ancestrale, ces especes sont peu connues au niveau de leur
compositions chimiques et de leurs propriétés pharmacologiques. Le genre Aralia offre ainsi de
bonnes opportunités pour 1’identification de produits naturels bioactifs.

Dans ce contexte, le laboratoire LASEVE a entrepris 1’étude de deux especes d’Aralia
présentes au Québec : I’Aralia nudicaulis et I’Aralia hispida. Aprés cette étude préliminaire, le
présent projet a été orienté sur les feuilles d’Aralia nudicaulis qui se sont révélées étre plus riches en
saponines triterpéniques. Ces molécules sont en grande partie responsables de 1’activité adaptogéne
du Panax ginseng, ainsi que d’autres activités connues chez plusieurs plantes. En plus des analyses
effectuées sur différentes saponines, ce projet s’est également penché sur certaines fractions riches en
polyphénols. Les travaux de fractionnement ont permis d’isoler et d’identifier dix saponines
triterpéniques : sept connues (les araliasaponin I, 11, IX et XII, I’hemsgiganoside B, la guaiacin B et
la prosapogenin) et trois nouvelles, ainsi que six composés phénoliques. L’évaluation de différentes
activités biologiques (antioxydante, anti-inflammatoire, cytotoxique et antifongique) a permis de
démontrer une forte activité antioxydante des fractions phénoliques, ainsi que des activités modérées
en test anti-inflammatoire et antioxydant respectivement pour les trois nouvelles molécules

nudicauloside A-B et nudicauloside C.
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ABREVIATIONS

°C : degré Celsius

1D : 1 dimension

2D : 2 dimensions

Ab549 : cellules du carcinome pulmonaire humain (cancer du poumon)
AAPH : 2.2’-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride
ACOEt : acétate d’éthyle

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

APG : Angiosperms Phylogeny Group

APT : « attached proton test »

Ara : Arabinose

B & H : Bosnia and Herzegovina

C : carbone

CCM : chromatographie sur couche mince

CHClI; : chloroforme

CMI : concentration minimale inhibitrice

COs- : dioxyde de carbone

CoA : Coenzyme A

COSY : « correlated spectroscopy »

DAD : détecteurs a barrettes de diodes (diode array detector)
DCFH-DA : 2°,7’-dichlorofluorescin-diacetate

DCM : dichlorométhane

DEPT : « distortionless enhancement by polarization transfer »

DLD-1 : cellules de I’adénocarcinome colorectal humain (cancer du célon)

DMPP : dimethylallyl pyrophosphate
DMSO : diméthylsulfoxyde
FID : détecteur a ionisation de flamme (flame ionization detector)

FPP : farnesyl pyrophosphate

FTIR : spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (Fourier Transform InfraRed

spectroscopy)

Vi



g : gramme

GC : chromatographie en phase gazeuse
Glc : glucose

GlcU : acide glucuronique

GPP : geranyl pyrophosphate

H : heure

H : hydrogéne

H>0O : eau

H>SO; : acide sulfurigue

HBSS : Hank’s Balanced Salt Solution
HCI : acide chlorhydrique

HCOOH : acide formique

HMBC : « heteronuclear multiple bond correlation »

HPLC : Chromatographie liquide a haute performance (high pressure liquid chromatography)

HR-ESI-MS : High-resolution electrospray ionisation mass spectrometry
HSQC : « heteronuclear single quantum coherence »

Hz : hertz

ICso : concentration inhibant 50% de la croissance cellulaire

IPP : isopentenyl pyrophosphate

IR : infrarouge

J : constante de couplage

L : litre

LASEVE : Laboratoire d’analyse et de séparation des essences végétales
L-NAME : N(w)-nitro-L-arginine methyl ester

LPS : lipopolysaccharide

M : masse

MeCN : acétonitrile

MeOH : méthanol

MS : spectrometre de masse (mass spectrometry)

NA : non applicable

Na : sodium

NaHCOs : bicarbonate de sodium

NaNO: : nitrite de sodium

NO : oxyde nitrique

Vil



NOESY : « nuclear overhauser effect spectroscopy »
NP : 2-aminoethyl diphenylborinate

ORAC : « Oxygen Radical Absorbance Capacity »
PA : pression atmosphérique

PBS : solution tampon de phosphate salin

Peg : polyéthyléneglycol

ppm : parties par million

Prep. : préparative

r : rendement

Rha : Rhamnose

RMN : résonance magnétique nucléaire

RP : Reverse phase

SDS : sodium dodecyl sulfate

TA : température ambiante

t-BUOOH : tert-butylhydroperoxide

TE : Trolox equivalent

TLC : Thin layer chromatography (CCM)

TMS : tétraméthylsilane

TOCSY

TOF : « Time of Flight »

Tr : temps de rétention (rt)

URSS : Union des républiques socialistes soviétiques
UV : ultraviolet

v/v : rapport volumique

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

WS-1 : fibroblaste cutané humain

d : déplacement chimique

A : longueur d’onde

Vi
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INTRODUCTION



Problématique

Depuis des temps ancestraux, ’Homme s’inspire de ce qui 1’entoure pour tenter de soigner
ses maux. La faune et la flore ont toujours été considérées comme étant les principales sources de
remedes. Au fil des années, ’Homme a pu accumuler et répertorier ses découvertes, donnant
naissances aux pharmacopées. Ces ouvrages traditionnels ont servi de pilier pour le développement
des médicaments d’aujourd’hui (produits naturels et produits de synthése). Cependant, depuis
quelques années les scientifiques ont observé une tendance au retour de I’usage des produits naturels.
L’industrie pharmaceutique a en conséquence orienté ses recherches en se basant sur 1’'usage ancestral
de la médecine traditionnelle. Ce phénomeéne basé sur 1’extraction de principes actifs contenus dans
les plantes médicinales a été surnommé par les ethnopharmacologues la « vague verte » (Chominot
2000). Cet intérét pour les ingrédients botaniques s’est méme élargi au domaine de la cosmétique, ou
la demande des consommateurs se tourne de plus en plus vers les produits d’origine biologique et
naturels (Carvalho et al. 2016). Selon I’organisme Organic Monitor, qui suit 1’évolution des produits
naturels sur le marché planétaire, la part des ventes qu’ils occupent est en constante augmentation
(Euromarketing-udes.com 2018). Dans un contexte plus ciblé, les canadiens sont de grands
consommateurs des produits naturels puisqu’en 2012, plus de huit personnes sur dix en avaient déja
consommé, et 38% des canadiens affirmaient utiliser au moins un produit naturel tous les jours

(Ministére de I’Economie de I’Innovation et des Exportations du Québec 2014).

Parmi les nombreuses especes décrites dans les pharmacopées, 1’une des plus étudiée est le
Panax ginseng, appartenant a la famille des Araliaceae. Cette plante endémique d’Asie posséde de
trés nombreuses propriétés auxquelles elle doit sa renommée (section Il.A.1). Son potentiel
adaptogene, peu commun aux plantes en général, a cependant été détecté chez d’autres espéces de la
famille des Araliaceae (Ahumada et al. 1991; Panossian et Wikman 2010). Au Québec, on dénombre

seulement trois espéces appartenant au genre Aralia : I’A. racemosa, 1I’A. nudicaulis et I’A. hispida



(Brouillet et al. 2010). Ces deux derniéres espéces ont la particularité d’étre décrites par de nombreux
ouvrages, détaillant leurs usages thérapeutiques traditionnels a travers la culture amérindienne.
Etonnamment, la littérature scientifique actuelle fait peu état de ces plantes, de leur composition et
de leurs activités biologiques. L’Aralia nudicaulis et 1’Aralia hispida offrent ainsi 1’opportunité de

découvrir de nouveaux actifs naturels, au potentiel analogue au ginseng.

Depuis plusieurs années, les scientifiques s’intéressent aux liens de cause a effet qui
pourraient mettre en relation la composition phytochimique d’une plante et ses vertus vantées par la
médecine traditionnelle. Ces études impliquent des étapes de purification d’extraits, de caractérisation
des molécules isolées, ainsi que de tests afin de déterminer les propriétés biologiques de ces derniéres.
C’est en grande partie basé sur cette approche que le laboratoire LASEVE (Laboratoire d’analyse et

de séparation des essences végétales) a décidé d’orienter plusieurs de ses projets.

Tout comme d’autres projets inhérents au laboratoire (Mskhiladze et al. 2008), I’étude de la
composition de I’A. nudicaulis s’est concentrée sur une famille de molécules responsable d’un grand
nombre d’activités biologiques et connue dans la famille des Araliaceae: les saponines. Ces
molécules, également responsables des activités biologiques du ginseng, représentent un véritable
défi d’isolation du fait de leurs structures fortement similaires entre elles. En contrepartie, la diversité
des sucres greffés et des parties aglycones offre la possibilité d’isoler et de caractériser de nouvelles
structures et donc de potentiellement découvrir de nouvelles molécules (Oleszek et Bialy 2006). De
plus, les fractions enrichies en saponines sont susceptibles de contenir des polyphénols, molécules
bien connues pour leurs activités antioxydantes (Scalbert et al. 2005; Pandey et Rizvi 2009). Quelques
composés phénoliques détectés lors des travaux d’isolation des saponines ont été identifiés dans le
cadre de ce travail. La majeure partie des travaux de ce projet de maitrise concerne 1’isolation et la
caractérisation des saponines triterpéniques contenues dans les extraits d’Aralia nudicaulis. Afin de

limiter le sujet, les recherches présentées dans ce mémoire se focalisent sur les feuilles de la plante.



En effet, les feuilles contiennent des quantités plus importantes de saponines en comparaison aux

autres parties de I’A. nudicaulis et de I’A. hispida (section V.A).

Objectif général

L’objectif principal de ce travail de recherche vise a caractériser le contenu en saponines
triterpéniques et composés phénoliques des feuilles d’Aralia nudicaulis pour des applications

pharmaceutique et cosmétique.

Objectifs spécifiques

e Réaliser une étude phytochimique des feuilles d’Aralia nudicaulis ;

e Isoler et caractériser les saponines triterpéniques potentiellement responsables des activités
biologiques de I’Aralia nudicaulis ;

e Caractériser et identifier les polyphénols présents dans les feuilles d’Aralia nudicaulis ;

e Evaluer les activités biologiques antioxydante, anti-inflammatoire, cytotoxique, et

antifongique des molécules isolées.



Structure du mémoire

Le chapitre suivant présente une revue de littérature détaillée sur la famille des Araliaceae,
du genre et de I’espéce de 1I’Aralia nudicaulis, ainsi qu’une partie sur les saponines dans le but
d’établir une base de connaissance du sujet. Le troisiéme chapitre est consacré a un article scientifique
présentant les dix molécules isolées dans ce projet, dont trois d’entre elles sont caractérisées pour la
premiere fois. Les chapitres quatre et cing traitent respectivement des méthodes et résultats obtenus
a travers les différents travaux d’extraction, d’isolation et de caractérisation de la plante. La
conclusion des recherches menées ainsi que les perspectives envisagées pour la poursuite du projet
sont présentées dans le sixieme chapitre. Enfin, les annexes regroupent 1’ensemble des

organigrammes, analyses de caractérisation et résultats des tests biologiques sur les extraits bruts.
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A. ARALIA NUDICAULIS L.

1. Les Araliaceae

La famille des Araliaceae (Jussieu 1789) appartient a la classe des Magnoliopsida et a 1’ordre
des Apiales (Singh 2010; Naturalis Biodiversity Center 2018) (Tableau 1). On compte dans cette
famille de plante pas moins de 54 genres, parmi lesquels on dénombre 1325 especes différentes. Les
genre les plus importants sont énumérés ci-dessous (Singh 2010; Naturalis Biodiversity Center 2018)

(Tableau 2).

Tableau 1. Différentes classifications de la famille des Araliaceae

B&H Cronquist Takhtajan Dahlgren Thorne APG II/ (Apweb)
Division Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Dicotyledons Magnoliopsida Magnoliopsida  Magnoliopsida Magnoliopsida
Sous-classe Polypetalae Rosidae Cornidae Magnoliidae Asteridae
Seriest+/Super-ordre  Calyciflorae+ Aralianae Aralianae Aralianae Euasterids 1T
Ordre Umbellales Apiales Aralialales Araliales Araliales Apiales

Tableau 2. Principaux genres compris dans la famille des Araliaceae (Naturalis Biodiversity Center 2018)

Genre Nombre d’espéces
Schefflera 650
Polyscias 150

Hydrocotyle 130
Oreopanax 85
Dendropanax 70
Aralia 74
Osmoxylon 50
Trachymene 45
Eleutherococcus 38
Hedera 15




Les Araliaceae ont longtemps été réunies avec la famille des Apiaceae de par leurs nombreux
caractéres morphologiques (Judd et al. 1994) et anatomiques (Judd et al. 1994) communs (Wen et al.

2001; Botineau 2010).

Au niveau de leur répartition géographique, les Araliaceae se retrouvent sur I’ensemble du
globe (Wen et al. 2001), avec une plus forte présence dans les régions tropicales et subtropicales
(Singh 2010). Un travail effectué par le site mobot.org, étudiant la phylogénie des angiospermes,
permet de visualiser la répartition de la famille des Araliaceae sur la carte du monde présentée a la

figure 1 (Meusel et al. 1978; Hultén et Fries 1986; FloraBase 2006).

D Présence des !
Araliaceae X

Figure 1. Carte de la répartition géographique des Araliaceae

La famille des Araliaceae est notamment connue pour ses utilisations en ornementation
extérieure (Singh 2010). En effet, la majorité des plantes qui la compose sont des arbres, arbustes,
plantes ligneuses et herbacées (Wen et al. 2001). En France, 1’Hedera helix, plus connue sous le nom
commun de lierre, est la plus répandue des espéces d’Araliaceae. Cette plante ligneuse grimpante est
par exemple souvent retrouvée sur les fagades des habitations. Sur un plan phytochimique, son bois

et ses feuilles contiennent des saponosides, autrefois utilisés pour leurs propriétés antitussives. Ses



fruits sont en revanche toxiques aprés ingestion chez I’enfant et certaines espéces d’animaux

(Botineau 2010).

L’Hedera helix n’est pas la seule espéce possédant des propriétés connues. Un grand nombre
de plantes de la famille des Araliaceae ont été étudiées et certaines sont connues pour leurs usages
médicinaux. La plus connue d’entre elles est le Panax ginseng. Son nom dérive du grec « pan » et
« axos », qui signifient respectivement « tout » et « traiter » (Leung et Wong 2010; Chen et al. 2015).
Déja décrite dans plus de 7000 articles sur la plateforme PUBMED (Chen et al. 2015), cette espece
est largement connue des usages traditionnels de la médecine chinoise et coréenne. En Amérique, on
trouve son équivalent, le Panax quinquefolia, considéré comme substitut au vrai ginseng (Singh
2010). Depuis plus de 500 ans, le Panax ginseng est consommé dans le but d’améliorer la
concentration et les processus de guérison, de réduire le stress, mais également sur le long terme pour
améliorer 1’état de santé général des personnes agées (Nocerino et al. 2000; Singh 2010). Des études
plus récentes répertorient les nombreux effets thérapeutiques du P. ginseng, comme sa capacité a
améliorer les fonctions hépatiques, immunitaires et cérébrales. Elle posséde en effet des activités
analgésique, anticancéreuse, anti-inflammatoire, immunostimulante, hypoglycémique, antifatigue,
anti-stress, anti-diabétique, aphrodisiaque, ou encore d’inhibition contre le VIH (Lee 2000; Choi
2008; Chen et al. 2015). Ses activités antioxydante et anti-age justifient également son utilisation

dans le domaine de la cosmétologie (Kitts et Hu 2000).

L’une des caractéristiques particuliéres de cette plante est son pouvoir adaptogéne. Cette
propriété se définie comme étant la capacité « a augmenter la résistante de 1’organisme de maniére
non spécifique contre les agressions extérieures physiques, chimiques ou biologiques, et & avoir une

influence normalisatrice tout en montrant une absence de toxicité » (Brekhman 1980).

Les molécules responsables de I’activité adaptogene du ginseng sont les ginsenosides. Ce
sont des saponines triterpéniques dont la plupart sont de type dammarane avec des sucres greffés

(Leung et Wong 2010; Johns et Chapman 2013) (Figure 2).
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20 (S)-Protopanaxadiol 20 (S)-Protopanaxatriol
Ginsenoside R! R? Ginsenoside R! R?
Rb; Glc>-Glc  Glc®-Glc Re Glc®-Rha Glc
Rb, GIc®-Glc  Glc®-Ara Rf Glc>-Glc H
Rc Glc2-Glc  Glc®-Ara Rg: Glc Glc
Rd Glc2-Glc Glc Rg, Glc*-Rha H

Figure 2. Exemples de ginsenosides majoritaires contenus dans 1’extrait de Panax ginseng

Sur le plan médicinal, 1’Aralia s’apparente aux effets biologiques du ginseng, descendant
également des Araliaceae (Kitts et Hu 2000; Lee 2000; Chen et al. 2015; Jiang et al. 2016). On trouve
d’ailleurs plusieurs espéces de cette famille avec des propriétés adaptogénes comparables, telles que
I’Aralia elata, ou I’Eleutherococcus senticocus (Ahumada et al. 1991; Panossian et Wikman 2010;

Johns et Chapman 2013).
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2. Legenre Aralia

Présence du - —\
; 3
Genre Aralia L.

O Faible /\ 2 :
O Moyenne k a
. Forte ‘.&‘ =

Figure 3. Carte de la répartition géographique du genre Aralia L

Sur les 74 espéces d’Aralia (Naturalis Biodiversity Center 2018), la plus étudiée a ce jour
dans la littérature est I’Aralia elata. Elle est endémique de I’est de la Chine, de la Corée, du Japon et
de la Russie. Elle est également présente en Ontario car elle y a été introduite par I’'Homme (Brouillet
et al. 2010; Global Biodiversity Information of Facility (GBIF) 2017) (Figure 3). De nombreuses
vertus ont été attribuées aux diverses parties de cette plante. Depuis plus de 47 ans, la plante est
utilisée comme remede (Shikov et al. 2016). Elle est connue en médecine traditionnelle pour soigner
les rhumatismes, les spasmes d’estomac, les ulcéres gastriques, I’arthrite, I’hépatite, la toux ou encore
le diabéte (Kang et al. 1999; Guo et al. 2009; Nishiumi et al. 2012; Wu et al. 2012; Kim et al. 2013b;
Wang et al. 2015b). Une étude s’y consacrant vers le milieu du 20¢ siecle, en URSS, a également
montré une augmentation des capacités physiques des sujets animaux, une meilleure résistance au
froid, aux radiations UV ainsi qu’aux baisses de pression atmosphérique. Ces résultats, en plus des

usages traditionnels connus, ont amené a I’inscription de 1’Aralia elata dans la Pharmacopée Russe
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depuis 1967 (Shikov et al. 2016). Elles est également répertoriée dans le manuel des drogues

médicinales du docteur Mashkovsky (Mashkovsky 2002).

Des études plus récentes ont permis de mettre en évidence les activités antiarythmique,
cardioprotectrice (Wang et al. 2014, 2015a) et anticancéreuse (Kuang et al. 2013) de I’A. elata en
tests in vitro. Des tests sur des animaux ont également démontré que cette espéce possede des
propriétés adaptogéne (Woijcicki et al. 1977; Yance et Tabachnik 2007), stimulantes des fonctions
reproductives (Denisenko et al. 2000), du systéme immunitaire (Miroshnichenko et al. 1985) et de la
coagulation sanguine (Kolkhir et Sokolov 1982). En synergie, I’espéce possede des effets protecteurs
contre le stress (Markina et Markin 2008), les rayonnements ionisants (Fedorova et al. 1994), le

diabete et I’obésité (Abidov et al. 2006; Liu et al. 2015; Shikov et al. 2016).

Les avancées technologiques dans le domaine de la science ont permis de mettre en évidence
plusieurs molécules et familles de molécules, responsables d’un grand nombre d’activités biologiques
attribuées a I’Aralia elata (Song et al. 2001; Lee et al. 2005; Nhiem et al. 2011; Wang et al. 2014,
2015a; Shikov et al. 2016). Parmi elles se trouvent les saponines triterpéniques de type oleanane

(Figure 4), détaillés a la section 11.B.

OH
OH

Figure 4. Elatoside C : saponine triterpénique d’Aralia elata responsable des activités antiarrythmique et
cardioprotective
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Il existe de nombreuses autres espéces d’Aralia. Le tableau 3 en présente quelques-unes, leur

répartition géographique ainsi que leurs effets thérapeutiques (Tableau 3).

Tableau 3. Etude du genre Aralia : différentes applications et origines des espéces

Espéce .. Partie .
Origine , Effet thérapeutique Références
d’Aralia . utilisée peutiq
. Contre les rhumatismes, lumbago,
. Sud de la Chine . .. L &
A. decaisneana . Racines hépatite, ecchymose, néphrite, 1
Nord du Vietnam N s
cedéme, diabéte
Névralgique, Analgésique, contre les 5
. . Asie de I'Est, Chine, . rhumatismes, lumbago, anti-
A. continentalis , Racines . . o . . 3
Corée inflammatoire, anti-microbiale, anti- 4
tumoral, anti caries dentaires
A. spinifolia Chine Racines Stimulant neuronal 5
. . Tonifiant, contre diabéte, hépatite,
A. dasyphylla Chine Racines . P 6
cytotoxique
Analgésique, anti-inflammatoire, 7
, . Parties cytotoxique, antibactérien, anti lipides,
A. cordata Corée, Chine, Japon .. y. a . .p 8
aériennes | soin cosmétique (hydratant, meilleure 9
circulation, contre eczéma)
g . . Antioxydant, antiglycation, anti
A. taibaiensis Nord-Est de la Chine Racines 4 . ‘g 4 10
diabéete
Afghanistan, Tibet,
Kashmir, Himachal,
A. cachemirica Pradesh, Racines Hypoglycémique, antibactérien 11
Uttarakhand,
Sikkim

1 (Miyase et al. 1996b), 2 (Lee et al. 2015), 3 (Kim et al. 2014), 4 (Lee et al. 2011), 5 (Yu et al. 1994), 6 (Xiao et
al. 1999), 7 (Lee et al. 2006), 8 (Kim et al. 2013a), 9 (Teruo 1999), 10 (Hu et al. 1995), 11 (Bhat et al. 2015).

3. L’Aralia nudicaulis

L’Aralia nudicaulis est une plante endémique du Canada et du nord des Etats-Unis, que I’on

retrouve communément dans les foréts boréales (Spencer C. H. Barrett 1981; Ellsworth et al. 2013).

Elle doit son nom a Carl VVon Linné qui la répertorie pour la premiére fois dans son ouvrage « Species
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Plantarum » publié en 1753 (Linné 1753; Wen 1991). Autrefois appelée « Wild sarsaparilla » par les
tribus amérindiennes, elle est décrite comme étant une herbacée vivace qui croit a partir d’un rhizome
rampant, grandit sur une seule tige qui se divise par la suite en trois autres tiges. Chacune produit
entre 3 et 5 folioles ovales, pointues et finement dentées. Ses fleurs sont verdatres, proviennent d’une
ombelle issue d’une tige sans feuilles et se développent en petites baies noires (Flanagan et Bain 1988;

Marles et al. 2008) (Figure 5).

5cm

5cm

Figure 5. L’Aralia nudicaulis L.

L ’Aralia nudicaulis a été consommeée par de multiples tribus amérindiennes pour ses usages
médicinaux. La plante était utilisée en infusion, en décoction, en cataplasme, par ingestion, ou
simplement en machant. Les racines connaissaient de trés nombreuses applications. Elles étaient entre
autres utilisées comme tonifiant, désinfectant, anti-inflammatoire ou encore purificateur. Les racines
étaient également destinées a soigner les problémes de foie, d’oreilles, d’estomac, de dents, de toux,

d’ulceres, de fievre, de diabéte, de furoncles, ou encore stoppaient les périodes menstruelles. Les
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fruits étaient consommeés par décoction pour stimuler la lactation chez la femme, ou pour en extraire
un vin aux propriétés tonifiantes. Des vertus anticonvulsives, stimulantes et bénéfiques au sang ont
été attribuées aux feuilles infusées. L’intégralité de la plante, a ’exception des fruits, soignait quant

a elle la pneumonie chez I’enfant (Wang et al. 2006; Li 2007; Moerman 2009).

Quelques publications font état de découvertes plus récentes sur les applications de cette
plante, telles qu’une activité anticancéreuse d’une fraction non polaire d’un extrait de racines (Huang
et al. 2006; Wang et al. 2006). Une activité anti-mycobactériale a été rapportée pour un extrait de
rhizomes (Li et al. 2012). Cette activité est due a la présence de deux molécules dans les rhizomes de
la plante : le falcarinol et le panaxydol (Figure 6). La plante posséde également une bonne synergie
avec la Symplocarpus foetidus, qui ensemble ciblent certaines mycobactéries de la tuberculose
(Webster et al. 2010). L’Aralia nudicaulis reste cependant une plante encore peu étudiée, aussi bien

du point de vue de ses activités biologiques que de sa composition chimique.

T U U

——/\/\/\/\

Figure 6. Structure des 2 molécules responsables de I’activité anti-mycobactériale de 1’Aralia nudicaulis : le (3R)-
falcarinol (1) et (3R,9R,10S)-panaxydol (2)

(1)

(2)

LIMI
PEERNGS
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B. MOLECULES D’INTERET : LES SAPONINES

TRITERPENIQUES

Les saponines sont des métabolites secondaires fréquemment retrouvées dans les plantes et
les organismes marins. Elles sont considérées comme des surfactants naturels, c’est-a-dire des
molécules amphiphiles qui sont capables de diminuer la tension superficielle d’une solution aqueuse,
ce qui en fait donc de bons composés moussants (Oleszek et Bialy 2006). Le nom saponine dérive
d’ailleurs du latin « sapo », en anglais « soap », qui fait référence a cette propriété (Augustin et al.
2011). En Orient, certaines plantes dont 1’écorce, les racines, les baies ou encore les graines
contenaient des saponines, étaient utilisées pour la fabrications de savons (Hostettmann et Marston
1995). Les saponines trouvent aussi leur utilité a travers leur pouvoir antifongique (Papadopoulou et
al. 1999), anti-insecte (Tava et Odoardi 1996), ainsi que dans les interactions chimiques impliquant

une allélopathie (Hostettmann et Marston 1995; Lee et al. 2004).

Les saponines sont des molécules qui peuvent étre présentes en faibles quantités dans
certaines plantes. Cependant, d’autres espéces végétales contiennent des saponines en quantités
suffisantes pour revendiquer des effets thérapeutiques. C’est le cas des écorces de Quillaja saponaria
et des racines de réglisse (Glycyrrhiza glabra), qui sont les sources de saponines les plus utilisées

dans le monde (Waller et Yamasaki 1996).

Les glycosides de saponine ont une place importante dans I’industrie pharmaceutique
(Hostettmann et Marston 1995). Ils sont présents dans la composition de médicaments en tant
qu’édulcorant, émulsifiant, adjuvant, modificateur de gotit ou encore comme précurseur de synthese
hormonale (Waller et Yamasaki 1996). Un grand nombre de saponines ont également fait 1’objet de
tests biologiques in vitro et in vivo, mettant en évidence de nombreuses activités. Certaines de ces

molécules, provenant de diverses especes, ont montré des propriétés anti-coagulante, hépato-
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protectrice,  neuroprotectrice,  hypoglycémique, immunomodulatrice,  anti-inflammatoire,
antioxydante, hypocholestérolémiante, anti-carcinogene (Rao et Gurfinkel 2000) et hémolytique
(Vincken et al. 2007). Les saponines sont également présentes dans le domaine de la cosmétique

(shampoings, dentifrices) ou encore dans les produits détergents (Waller et Yamasaki 1996).

Sur le plan structural, les saponines sont constituées d’un noyau aglycone lipophile, appelé
génine ou sapogénine. Sur ce noyau sont généralement greffés un ou plusieurs saccharides
hydrophiles, apportant une grande variété de structures (Rao et Gurfinkel 2000). C’est d’ailleurs a
cette combinaison de groupements polaires et non polaires que 1’on doit le caractére moussant en
solution agueuse des saponines (Vincken et al. 2007). Deux types de saponines sont majoritairement
présentes dans les plantes : les saponines triterpéniques et les stéroidiques (Figure 7). La structure
finale de la molécule varie ensuite selon le nombre et le type de sucres greffés a ces squelettes
aglycones. Le nombre moyen de monosaccharides sur une saponine varie entre 2 et 5, et sont reliés a
I’aglycone par I’intermédiaire du carbone en position C-3 (Figure 7 - A & B). Pour les triterpénes, les

sucres peuvent également se greffer au carbone en position C-28 (Figure 7 - A) (Augustin et al. 2011).

e —
Q’

(S8
~

Figure 7. Saponine triterpénique de type oleanane (acide oléanolique) (A) et saponine stéroidique de type cholane
(acide cholique) (B) ou R, R1 et Rz sont des hydrogénes ou des saccharides
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Comme le montre la figure 8, la biosynthese des saponines triterpéniques débute avec comme
précurseur initial 1’acetyl-CoA, qui se condense par la voie mévalonate en squaléne puis en 2,3-
oxidosqualene (Augustin et al. 2011). Dans le cycle de biosynthése du Panax ginseng, le 2,3-
oxidosqualene est ensuite catalysé par la dammarendiol synthase et la -amyrin synthase pour donner

respectivement les précurseurs des saponines de type dammarane et oléanane (Lee et al. 2004).
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+ PP

FPP GPP

+ FPP

squalene

2,3-oxidosqualene

squalene

3-amyrin
synthase (bAS)

Dammarenediol
synthase

", Dammarenediol HO p-amyrin
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Figure 8. Schéma de biosynthese des saponines dans le Panax ginseng
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Différents exemples de saponines issues du Panax ginseng sont illustrés a la section 11.1
(Figure 2). Plus particulierement dans le genre Aralia, plusieures araliasaponin de type triterpéne ont
été isolées a partir des racines de I’Aralia elata (Song et al. 2001). D’autres publications plus récentes
mettent en évidence des activités spécifiques aux saponines triterpéniques isolées dans cette espéce,
comme leurs propriétés anti-inflammatoire (Nhiem et al. 2011), anti-ulcére (Lee et al. 2005),

antiarythmique ou encore cardioprotectrice (Wang et al. 2014, 2015a).

Dans une fraction enrichie, la séparation entre les différentes saponines est considérée comme
délicate. Leurs structures sont souvent trés similaires ainsi que leurs polarités (Oleszek et Bialy 2006).
L’isolation de ces composés passe ainsi préalablement par plusieurs étapes d’affinage de gradient

d’élution avant de les séparer.

L’analyse des saponines en HPLC est également délicate. En effet, I’absence fréquente de
chromophores sur les saponines entraine une détection UV non spécifique a 205 + 5 nm (Oleszek et
Bialy 2006) (Figure 9). Leur détection aux courtes longueurs d’ondes peut également permettre leur
distinction des glycosides de polyphénols, retrouvés dans la partie polaire des extraits de plante
(Marston et al. 2000). Ces molécules possédent des temps de rétention similaire a ceux des saponines
triterpéniques, bien que leur détection se fasse aux longueurs d’ondes couramment utilisées en HPLC
(254, 380, 320 et 365 nm). La distinction entre les deux familles de molécules s’appuie également sur

la spectrométrie de masse (MS), ainsi que sur leur mise en évidence sur plagues CCM.

*DAD1, 23.641 (543 mAU, - ) Ref=9.988 of DR01081B.D
500;
400;
300;
200;
lOOé
04 _—

T T T T T T T T
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Figure 9. Spectre d’absorption UV d’une saponine triterpénique
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En spectrométrie de masse, les saponines sont plus facilement détectables en ionisation
négative car, lors de la fragmentation, I’aglycone de la molécule donne un pic majoritaire (Oleszek et
Bialy 2006). A titre d’exemple, 1’acide oléanolique posséde un fragment majoritaire en mode négatif
am/z 455 (Figure 10) et plusieurs fragments minoritaires a m/z 391, 377 et 363 (Figure 11), dont les
structures hypothétiques sont détaillées a la suite (Figure 12). En comparaison a 1’ionisation positive,
les signaux sont de meilleure qualité lorsqu’ils sont obtenus par déprotonation des ions moléculaires

(Chen et al. 2011).

Intensité
x10°

2.5 =
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15 - 455.1

0.5 =
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Figure 10. Spectrométrie de masse de l'acide oléanolique en ionisation négative : fragment majoritaire
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Figure 11. Spectrométrie de masse de I'acide oléanolique en ionisation négative : fragments secondaires

-HCHO

m/z = 407

Figure 12. Structures des différents fragments hypothétiques de 1’acide oléanolique aprés ionisation négative en
Spectrométrie de masse
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Ce chapitre présente un article scientifique détaillant I’isolation et la caractérisation de dix
saponines triterpéniques, dont trois nouvelles, contenues dans les feuilles d’Aralia nudicaulis. Il contient
également des données sur leur activité anti-inflammatoire. La publication incluse dans ce mémoire est
cependant en cours de soumission. Ainsi, le travail présenté n’est pas une version définitive et pourra étre

sujet a des modifications mineures de la part des auteurs avant publication.

Trois nouveaux glycosides oléanoliques, ainsi que sept saponines connues dans différentes
variétés de plantes ont été isolées pour la premiére fois dans les feuilles d’Aralia nudicaulis. Leurs
structures ont été élucidées sur la base de preuves spectroscopiques, incluant la RMN 1D et 2D, et la
HRESIMS. Deux de ces composés isolés ont montré une activité anti-inflammatoire modérée, mesurée

par I’inhibition de la production d’oxyde nitrique synthétisé par des macrophages de souris (RAW 264.7).
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Research Highlights

e Ten oleanolic glycosides, including three new compounds, were isolated from Aralia nudicaulis
L.
e The chemical structures of these three new molecules were elucidated by spectroscopic evidence.

e The biological potential of the compounds was assessed.

Abstract

Three new oleanolic glycosides (1-3), along with seven known saponins from various plants (4—
10) were isolated for the first time from the leaves of Aralia nudicaulis. Their structures were elucidated
on the basis of spectroscopic evidence, including 1D and 2D NMR, and HRESIMS. Two of those isolated
compounds have shown moderate anti-inflammatory activity, as demonstrated by inhibition of LPS-

induced NO production in raw 264.7 murine macrophages.

Introduction

Saponins are ubiquitous in plants. Some families have been studied for centuries for their rich saponin
composition, like Caryophyllaceae, Leguminosae and Araliaceae (Sparg et al., 2004). The latter comprise
species of the genus Panax (ginseng) which were shown to contain several bioactive saponins (Jia and
Zhao, 2009). Several species of the genus Aralia, especially A. elata (Table 1), also contain bioactive
saponins which explain their broad usage as an herbal remedy in Russia, Korea, Japan and China (Shikov
et al., 2016). In the province of Québec in Canada, three species of Aralia are indigeneous: A. racemosa,
A. hispida and A. nudicaulis. The latter was used by aboriginal peoples of Québec as root infusion or
decoction to treat several health problems such as stomach pain, kidney disorder, cold, and cough
(Moerman, 1998). More recently, polyacetylenes with bioactivity against Mycobacterium tuberculosis
were isolated from the roots of A. nudicaulis (Li et al., 2012). However, the saponin content of A.

nudicaulis was never reported.
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Table 1. Species of Aralia known for their saponin content.

Species Part Reference
elata leaf (Zhang et al., 2013)
root bark  (Song et al., 2001),(Lee et al., 2005)
bark (Nhiem et al., 2011)
cordata aerial (Kawai et al., 1989),(Ik et al., 2006)
spinifolia root (Yuetal., 1994)
armata root bark  (Hu et al., 1995)
continentalis aerial (Kim and Kang, 1998)
taibaiensis  root bark  (Bietal., 2012)
subcapitata root (Zou et al., 2001)
dasyphylla  root bark  (Xiao et al., 1999)
decaisneana root (Miyase et al., 1996a)
bark (Tian et al., 2006)
echinocaulis root (Li et al., 2016)
chinensis root (Miyase et al., 1996b)

In the last 15 years, we dedicated some of our research effort toward the synthesis of glycosides with
molecular scaffold obtained from plant material (Gauthier et al., 2009; Piochon et al., 2009). For this
reason, we have a strong interest for plants containing glycosides. In this study, we report the isolation
and structural elucidation of three new saponins, Nudicauloside A-C (1-3), from an Aralia nudicaulis
leaves extract. Furthermore, their anticancer, antimicrobial, antioxidant, and anti-inflammatory activities

were evaluated in vitro.

Results and discussion

Known and new compounds

The methanolic extract from leaves of Aralia nudicaulis was subjected to a number of MS-guided
separation steps using Diaion HP-20, silica gel and reversed phase Cis. The final purification of the
saponin compounds was realized using semi-preparative HPLC, yielding three new (1-3) and seven
known compounds (4-10) identified for the first time on this specie (Fig. 1). By comparison of NMR
spectroscopic data with literature values, the known compounds were identified as hemsgiganoside B (4)
(Chen et al., 2003), guaiacin B (5) (Shaker et al., 1999), araliasaponin | (6) (Song et al., 2000), 3-O-[p-
D-glucopyranosyl-(1—2)]-[B-D-glucopyranosyl-(1—3)]-a-L-arabinopyranosyl hederagenin (7) (also
known as prosapogenin) (Chen et al., 1997), araliasaponin XII (8) (Ahmad et al., 1990), araliasaponin
IX (9) (Song et al., 2001), and araliasaponin 111 (10) (Song et al., 2000).
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Fig. 1. Structure of compounds 1-10 from Aralia nudicaulis.

Compound 1 was isolated as a white amorphous powder with a molecular formula determined as
Cs3Hgs022 based on a HRESIMS sodiated adduct at m/z 1097.5503. The *H NMR spectrum shows typical
resonances for saponins with four anomeric protons at 6x 5.38 (d, J = 8.1 Hz, H-1"V), 4.62 (d, J = 7.7 Hz,
H-1"), 4.57 (d, J = 7.8 Hz, H-1"") and 4.28 (d, J = 7.3 Hz, H-1"), one olefinic proton at oy 5.25 (t, J =
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3.7 Hz, H-12), and seven methyl groups at on 1.16 (s, H3-27), 1.05 (s, H3-23), 0.95 (s, H3-25), 0.93 (s,
H3-30), 0.91 (s, H3-29), 0.84 (s, H3-24), 0.80 (s, H3-26) (Table 2). The *C NMR spectrum indicated one
carbonyl carbon at 6c 178.0 (C-28) and a pair of sp? carbon at dc 144.9 (C-13) and 123.8 (C-12). After
careful examination of COSY, HSQC and HMBC 2D NMR spectra, the aglycone of 1 could be identified
as an oleanolic acid, typical of most saponin isolated from Aralia (Ma et al., 2013; Zhang et al., 2013).
The remaining 23 carbon signals accounted for three hexoses and one pentose. The *H and *C chemical
shifts were assigned for each sugar using HSQC, COSY, and a series of 1D TOCSY spectra obtained by
selectively exciting the anomeric protons and using an increasing mixing time (Table 3). With the help
of literature data (Agrawal, 1992), and considering that all anomeric signals were doublets with J values
> 7.5 Hz, three B-glucopyranoside and one a-arabinopyranoside could be identified. To further confirm
this conclusion, an acid hydrolysis of 1 was performed and the sugars were acetylated and analyzed by
chiral GC-FID. The retention time of the sugars matched those for D-glucose and L-arabinose. Finally,
the linkage was elucidated with HMBC correlations from H-1'to ¢ 90.5 (C-3), from H-1"to 5c 83.9 (C-
3, from H-1""to §c 87.4 (C-3"), and from H-1" to dc 178.0 (C-28). From all the above evidence,
compound 1, named nudicauloside A, was identified as 3-D-glucopyranosyl 33-O-[-D-glucopyranosyl-

(1—3)-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-arabinopyranosyl]-olean-12-en-28-oate.



Table 2. 'H and 3C NMR spectroscopic data for the aglycone part of 1-32.

" 1b 2¢ 3¢
position 3C IH 130 IH 13C IH
1 39.9t 1.62m 38.8t 1.47m 39.2t 1.52m

0.98 m 0.88 m 1.01m
2 271t 1.83m 26.6t 2.04m 264t 2.13m
1.70 m 1.80m 1.94m
3 90.5d 3.15dd (11.7, 4.3) 89.0d 3.23m 82.7d 416 m
4 40.2 s - 39.7s - 43.9s
5 57.1d 0.78 m 55.9d 0.74d (11.4) 48.2d 1.60 m
6 19.3t 1.54m 185t 1.48 m 185t 1.68 m
141m 1.31m 1.36m
7 340t 1.48 m 33.2t 143 m 33.2t 1.57m
1.32m 1.32m 1.30 m
8 40.7 s - 39.9s - 40.3s
9 49.0d 1.58m 48.1d 1.61m 48.5d 1.73m
10 37.9s - 37.0s - 37.2s
11 246t 1.89m 23.8t 1.88 m 242 t 1.91m
12 123.8d 5.251(3.7) 122.9d 5.441(3.5) 123.3d 5.42 brs
13 1449 s - 144.1s — 1444 s
14 429s - 42.1s - 425s
15 289t 1.80m 28.3t 2.35m 28.6t 2.33m
1.08 m 1.18 m 1.10 m
16 240t 2.05m 23.41 2.08 m 23.7t 2.04m
1.72m 1.97 m 1.93m
17 48.0s - 47.0s - 473 s
18 42.6d 2.85dd (13.6, 4.8) 41.8d 3.21m 42.1d 3.19dd (13.9,4.9)
19 47.2 t 1.70 m 46.2 t 1.77m 4651 1.73m
1.15m 1.26 m 1.24m
20 315s - 30.8s - 31.1s
21 3491t 1.40 m 34.0t 1.36m 3431 1.33m
1.22m 1.10 m 1.08 m
22 33.1t 1.74m 326t 1.83m 329t 1.82m
1.61m 1.76 m 1.74m
23 28.5¢ 1.05s 28.1q 1.25s 65.0t 429 m
3.70d (10.5)
24 17.0q 0.84s 16.7q 1.08s 13.7¢q 1.06 s
25 16.0q 0.95s 15.6 q 0.83s 16.5¢ 0.93s
26 17.7q 0.80s 175¢ 1.10s 17.9¢ 1.12s
27 26.3¢ 1.16s 26.1q 1.25s 26.4 q 1.18s
28 178.0s - 176.4 s - 176.8s
29 33.5¢ 091s 23.7q 0.89s 24.0q 0.88s
30 24.0q 0.93s 33.2¢ 0.92s 33.5¢ 0.90s

®Measured at 400 MHz for 1-2, or 800 MHz for 3. PRecorded in CD3OD. ‘Recorded in pyridine-ds.



31

Table 3. H and 3C NMR spectroscopic data for the sugar moieties of 1-32.

position 1b 2¢ 3¢
13C 1H 13C 1H 13C 1H
3-0-a-
L-Arap
1! 107.1d 4.28d (7.3) 105.4d 477 m 104.7 d 5.00d (6.8)
2! 72.1d 3.71m 77.3d 474 m 77.7d 4.70t (7.8)
3! 83.9d 3.66 m 83.3d 4.32m 83.8d 4.15m
4 69.6d 4.03m 68.8d 448 m 69.0d 441 m
5! 66.7 t 3.86m 66.0t 416 m 66.2 t 411m
3.55m 3.65m 3.52d (11.2)
B-D-Glc
at O-3
of a-L-
Arap
1 105.0d 4.62d (7.7) 104.6 d 5.32d (7.8) 104.8 d 5.24d (7.7)
2! 74.8d 3.51m 73.9d 401l m 74.3d 401 m
3! 87.4d 3.59m 87.9d 422m 88.2d 4.25m
4" 69.7d 3.47m 69.7d 411m 70.0d 411m
5 78.2d 3.32m 78.1d 3.90m 78.4d 3.90m
6" 62.3t 3.85m 62.2t 441 m 625t 441 m
3.69m 424 m 425m
B-D-Glc
at O-3
of B-D-
Glc
m 105.3d 4.57d (7.8) 105.5d 5.20d (7.8) 105.9d 5.21d(7.9)
2 75.6d 3.28m 75.4d 4.05m 75.7d 4.06 m
3m 77.8d 3.39m 78.1d 419m 78.4d 421m
4 71.6d 3.28 m 71.5d 419m 71.8d 419 m
5 78.7d 3.35m 78.6d 3.96m 78.9d 3.97m
6" 62.7t 3.89m 62.4t 453 m 62.8t 4.53d (10.3)
3.64m 431m 431m
28-0-
B-D-Glc
v 95.7d 5.38d (8.1) 95.8d 6.37 d (8.0) 96.1d 6.34 d (8.0)
2V 73.9d 3.32m 74.2d 4.22m 745d 421 m
3V 78.3d 3.41m 78.9d 430 m 79.3d 430 m
4V 71.1d 3.37m 71.1d 4.38m 71.4d 4.38m
5V 77.6d 3.33m 79.4d 405m 79.7d 4.04 m
6" 62.4t 3.82m 62.2t 448 m 625t 4.48 d (10.2)
3.68m 442 m 442 m
B-D-Glc
at O-2
of a-L-
Arap
Vv 104.3d 5.50d (7.7) 104.6 d 5.48d (7.8)
2V 76.2d 4.06 m 76.5d 4.08 m
3v 78.6d 419m 78.9d 418 m
4v 72.4d 418 m 72.3d 418 m
5v 77.4d 3.70m 77.8d 3.67m
6Y 63.2't 436 m 63.3t 4.36 m
430 m 429 m

aMeasured at 400 MHz for 1-2, or 800 MHz for 3. "Recorded in CD30OD. °Recorded in pyridine-ds.
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Compound 2, obtained as a white amorphous powder, exhibited a pseudo-molecular sodium adduct in
its HRESIMS spectrum at m/z 1275.5978, indicative of the molecular formula CseHesO27. The *H NMR
spectra revealed only four anomeric proton signals at 54 6.37 (d, J = 8.0 Hz, H-1"), 5.50 (d, J = 7.7 Hz,
H-1Y), 5.32 (d, J = 7.8 Hz, H-1") and 5.20 (d, J = 7.8 Hz, H-1"""), along with an olefinic protons at Ju
5.44 (t, J = 3.5 Hz, H-1). The HSQC spectrum showed a correlation at dn 4.77 (m, H-1") and Jc 105.8
which was assigned to the anomeric proton of an additional sugar moiety. Analysis of the 2D NMR
spectra revealed that the aglycone of 2 was also an oleanolic acid. Literature data and chemical
degradation allowed the identification of four D-glucopyranosyl and one L-arabinopyranoside moieties
with linkage established from HMBC correlations between H-1' and dc 89.3 (C-3), H-1""and dc 83.6 (C-
3", H-1"" and oc 88.3 (C-3"), H-1"V and éc 176.8 (C-28), and H-1V and éc 77.6 (C-2'). Therefore,
compound 2, named nudicauloside B, was identified as 3B-O-[B-D-glucopyranosyl-(1—3)-p-D-

glucopyranosyl-(1—3)-[B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranosyl]-olean-12-en-28-oate.

Compound 3 was obtained as a white amorphous solid, and its molecular formula was established as
CsoHosO2¢ based on a pseudo-molecular sodiated ion in its HRESIMS spectrum at m/z 1275.5980. A
close inspection of the 2D NMR spectra revealed the same sugar pattern as for 2, with almost the same
chemical shifts for *H and **C. The largest difference was observed for the anomeric proton of arabinose,
which was suspected of being linked to a different aglycone. The latter was identified as hederagenin,
based on a methylene carbon at oc 65.0 (C-23), and HMBC correlations from on 4.29 (m, H2-23), 3.70
(d, J =10.5 Hz, H2-23) and 1.06 (s, H3-24) to dc 82.5 (C-3). From all the above evidence, nudicauloside
C (3) was identified as 3B-O-[B-D-glucopyranosyl-(1—3)-p-D-glucopyranosyl-(1—3)-[p-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranosyl]-23-hydroxyolean-12-en-28-oate.

Evaluation of biological activities

Nudicauloside A-C (1-3) were subjected to several biological assays to evaluate their pharmaceutical
and cosmeceutical potential (Table 4). At first, we have evaluated the biological activities of isolated
compounds (1-10) including cytotoxicity against human cancer cell lines 549, DLD-1 and healthy human
skin fibroblast (WS1); antimicrobial activities against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and
Candida albicans. The result show that all compounds tested are inactive at the highest concentration of
160 puM. Kuang et al. (2013) found cytotoxicity against A549 with analogs of 1-3 having a B-D-
glucopyranosyl in place of the a-L-arabinopyranosyl at C-3, suggesting that the arabinose moiety is
detrimental for this activity. However, these results are not supported by other reports (Cioffi et al., 2008;
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Zhang et al., 2012). The anti-inflammatory activity of Aralia extracts was already reported (Lee et al.,
2009; Suh et al., 2007). For this reason, the inhibition of LPS-induced NO production by 1-3 in raw
264.7 murine macrophages was studied (Table 4). Moderate activities were obtained for 1 and 2 with
ICs0 values of 74 = 28 uM and 101 + 20 uM respectively.

Table 4. Anti-inflammatory activity of 1-3 with L-NAME as a positive control.
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Experimental
General experimental procedures

Styrene-divinylbenzene polymer (Diaion HP-20, Sigma-Aldrich) and silica gel (Silicycle, 40-63 pm)
adsorbents were used for column chromatography. Low-pressure liquid chromatography was achieved
using a Sepacore flash system (Buchi) equipped with two pumps, a UV-detector and a fraction collector.
Since saponin rarely have chromophore, the fraction collector was set in time-mode. TLC analyses were
performed on precoated silica gel plates (Kieselgel 60F2s4, Merck) using a CHCIlz/MeOH/H20 (26:14:3)
solvent systems. Spots were detected by spraying the plates with 20 % H,SO4 in MeOH, followed by
heating at 110 °C for 10 min. Saponin content was monitored by LC-MS using an 1100 LC unit and a
G1946 VL MS instrument (Agilent Technologies). A dual ESI and APCI ionization source ran in
negative mode was used. A Kinetex XB-C18 HPLC column (Phenomenex, 250 x 4.6 mm, 5 um particle
size) was used with 1 mL/min of H20 and MeCN, both acidified with 0.1 % HCOOH. Semi-preparative

HPLC purification were performed on an Agilent 1100 Series equipped with two pumps, an autosampler,
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a UV-detector, and a fraction collector. The column used for separations was a Kinetex XB-C18
(Phenomenex, 250 x 21.2 mm, 5 um particle size). Solutions of HCOOH 0.1 % in H20 (solvent A) and
HCOOH 0.1 % in MeCN (solvent B) were used as eluents with a flow rate of 20 mL/min. Optical
rotations were measured in methanol at 589 nm using an Autopol 1V polarimeter (Rudolph Research
Analytical). FTIR spectra were recorded from a thin film of compounds deposited on a NaCl windows,
and using a Cary 630 instrument (Agilent Technologies). Chiral separations of acetylated
monosaccharides were performed on a 7890A GC-FID instrument (Agilent Technologies) using a
Chiramix column (GL Sciences, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pum), and helium as the carrier gas (flow
1 mL/min). The injector temperature was maintained at 230 °C, while the GC oven was kept at 120 °C
for 1 min and raised at a rate of 4 °C/min up to 180 °C, which was held constant for 120 min. NMR
spectra (*H, *C, DEPT-135, DQF-COSY, edited-HSQC, HMBC and NOESY) were recorded ona 9.4 T
instrument (400 MHz for *H and 100 MHz for **C), equipped with a QNP 5 mm probe (Bruker) or a
18.8 T instrument (800 MHz for *H and 200 MHz for 3C), equipped with a 5 mm triple resonance
broadband cryoprobe (Bruker). Spectra were acquired in pyridine-ds or methanol-ds, and chemical shifts
were reported in ppm (8) relative to the residual solvent peaks (Gottlieb et al., 1997). All spectra were
processed using MestReNova 12.0. High resolution mass spectrometry was conducted on a 6210 Q-TOF
spectrometer (Agilent Technologies) equipped with an electrospray source operating in the positive ion

mode.
Plant material

The leaves of Aralia nudicaulis L. were collected in June and July 2016, near Laterriére, Québec, Canada
(48°23'07" N, 71°25'07" W), and dried in the shade. The plant was authenticated by Mr Patrick Nadeau
(Département des sciences fondamentales, Université du Québec a Chicoutimi). A voucher specimen
(No. QFA0297432) has been deposited at the Louis-Marie herbarium of Laval University (Québec).

Extraction and isolation

Dried and powdered leaves from A. nudicaulis (1.1 kg) were refluxed sequentially in DCM (3 x 5 L),
and MeOH (3 x 5 L), each time for 90 min. The solutions were filtered and concentrated under vacuum
yielding two fractions (DCM, 41.4 g; MeOH, 168 g). An aliquot from the MeOH extract (45.3 g) was
suspended in 500 mL H>0 and partitioned using 3 L of EtOAc (A, 4.5 g), then 3 L of n-BuOH (B, 9.2 g).
An aliquot of the BuOH extract (8.5 g) was separated by CC using Diaion HP-20 and a step gradient of
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H>0/MeOH (1:0 — 0:1) yielding five fractions (B1-B5). Fraction B4 (3.0 g) was subjected to flash
chromatography on silica gel and eluting isocratically with CHCl3/MeOH/H20 26:14:3 to afford five
fractions (B4.1-B4.5). Fraction B4.2 was separated on CC using silica gel and CHClz/MeOH/H20
50:15:1 as eluent yielding nine fractions (B4.2.1-B4.2.9). Fraction B4.2.4 was purified by HPLC with
40 %B to afford pure 5 (21.7 mg). Compounds 6 (17.2mg) and 7 (5.8 mg) were obtained after
purification of fraction B4.2.5 by HPLC using 40 %B as the eluent. Fraction B4.2.6 was purified by
HPLC using 40 %B as the eluent to afford compound 1 (39.3 mg). Fraction B4.2.7 was subjected to
HPLC purification with 40 %B as the eluent yielding pure 10 (17.9 mg). Compound 8 (21.5 mg) was
obtained from fraction B4.2.8 following HPLC purification with 40 %B as the eluent. Fraction B4.4 was
separated by CC on silica gel using CHCls/MeOH/H,0 48:20:3 as the eluent yielding five fractions
(B4.4.1-B4.4.5), along with pure 4 (158.2 mg) and 3 (69.9 mg). Fraction B4.4.4 was subjected to HPLC
separation with 36 %B as the eluent to afford compounds 2 (25.7 mg) and 9 (21.7 mg). Fraction B4.5
was purified by HPLC using a gradient of 20 %B — 37 %B in 30 min to afford more 4 (83.6 mg).

Nudicauloside A (1)

White amorphous solid; [a]3® +25.7° (¢ 0.19, MeOH); IR (film) vmax: 3307, 2942, 2831, 1449, 1416,
1113, 1021 cm™; *H and *C NMR data, see Table 2 and Table 3; HRESIMS m/z 1097.5560 [M + Na]*
(calcd for Cs3HgsO22Na* 1097.5503).

Nudicauloside B (2)

White amorphous solid; [a]3° +16.4 (¢ 0.23, MeOH); IR (film) vmax 3354, 2941, 2878, 1745, 1160, 1073,
1028 cm™; *H and *C NMR data, see Table 2 and Table 3; HRESIMS m/z 1259.6013 [M + Na]* (calcd
for CsoHgsO27Na* 1259.6031).

Nudicauloside C (3)

White amorphous solid; [a]%® +15.9° (¢ 0.41, MeOH); IR (film) vmax 3370, 2942, 2361, 1747, 1625,
1074, 1030 cm™; *H and *C NMR data, see Table 2 and Table 3; HRESIMS m/z 1275.5978 [M + Na]*
(calcd for CsgHosO28Na™ 1275.5980).

Acid hydrolysis

Compounds 1-3 (3 mg of each) were refluxed in aqueous HCI (10 % v/v, 10 mL) during 4 h. Aglycons
were recovered with CHCl3 and the aqueous layers were neutralized with N,N-dioctylmethylamine (10 %

in CHCI5). The sugar residues were acetylated with pyridine/acetic anhydride (1:1, 2 mL) under agitation
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during 24 h. The monosaccharide acetates were extracted with EtOAc (3 mL), and the organic fraction
was washed successively with sat. aqueous NaHCOs3 (3 x 2 mL), H2SO4 20 % (3 x 2 mL) and water (3
x 1 mL). The samples were subjected to chiral GC-FID analysis and compared to retention times of

monosaccharide acetates synthesized from authentic samples.
Evaluation of biological activities

Cell culture

Human skin fibroblasts (WS1, ATCC CRL-1502), human lung carcinoma (A549, ATCC CCL-185),
human colon adenocarcinoma (DLD-1, ATCC CCL-221), and RAW 264.7 murine macrophage (ATCC
TIB-71) were cultured in Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM) with Earle’s salts and L-
glutamine (Mediatech Cellgro), to which were added vitamins, sodium pyruvate and non-essential amino
acids (all at a 1:100 v/v dilution of supplied solutions), 10 % fetal bovine serum (Hyclone), penicillin
(100 IU/mL) and streptomycin (100 mg/mL). Cells were maintained at 37 °C in a humidified

environment containing 5 % CO..

Cytotoxic assay

Exponentially growing cells (WS1, A549 and DLD-1) were transferred in 96-well microplates (Costar,
Corning Inc.) at a density of 5 x 10 cells/well in 100 pL of culture medium and were allowed to adhere
for 16 h before treatment. Increasing concentrations of each compound in DMSO were diluted with
culture medium and added to the wells (100 pL/well). The final concentration of DMSO in the culture
medium was maintained at 0.5 % to avoid solvent toxicity. Cytotoxicity was assessed after incubation
for 48 h and using resazurin (Aex 530nm, Aem 590 Nnm) (O'Brien et al., 2000) on an automated 96-well
Fluoroskan Ascent F1 plate reader (Labsystems). Fluorescence was proportional to the cellular metabolic
activity in each well. Survival percentages were defined as the fluorescence in experimental wells
compared to that in control wells after subtraction of blank values. Cytotoxicity results were expressed
as means + standard deviation and represent the concentration inhibiting 50 % of cell growth (ICso). The

values were compared to etoposide, used as a positive control.

Anti-inflammatory activity
Exponentially growing RAW 264.7 murine macrophages were transferred in 96-well microplates
(Falcon, BD) at a density of 7.5 x 10* cells/well in 100 pL of culture medium and were allowed to adhere

overnight. Cells were then incubated for 24 h with either culture medium (blank), L-NAME (positive



37

control, 250 uM) or increasing concentrations of 1-3 dissolved in DMSQO. The final concentration of
solvent in the culture medium was maintained at 0.25 %. Cells were then stimulated with 100 ng/mL
LPS and incubated for 24 hours. Cell-free supernatants were collected, and the NO concentration was
immediately determined using the Griess reaction (Green et al., 1990) with minor modifications (Legault
etal., 2010).

Antioxidant activity

The procedure was modified from the method described by Ou et al. (2001). Briefly, the ORAC assay
was carried out with a Fluoroskan Ascent FI™ plate reader (Labsystems). Trolox was used as a control
standard. The experiment was conducted at 37.5 °C and pH 7.4, with a blank sample in parallel. The
fluorimeter was programed to record the fluorescence of fluorescein every 1 min after addition of 2,2'-
azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH). The final results were calculated by comparing the
net areas under the fluorescein decay curves between the blank and the samples. ORAC values were
expressed in micromoles of Trolox equivalents (TE) per milligram (umol TE/mg). The cell-based assay
was evaluated using the DCFH-DA, as described by Girard- Lalancette (Coté et al., 2017; Girard-
Lalancette et al., 2009). Human skin fibroblasts WS1 were incubated with compounds dissolved in
DMSO at different concentrations. Quercetin was used as a positive control and expressed with the 1Csg

values.

Antibacterial and antifungal activities

Antibacterial and antifungal tests were performed following the same method described by Banfi with
some modifications (Banfi et al., 2003; Georges et al., 2012). The compounds were incubated with
different strains depending on the kind of test. Antibacterial activity was measured comparing E. coli and
S. aureus results with gentamycin as reference. Instead of the antifungal activity, which one is evaluated

on C. albicans and compared to amphotericin B. Results are all expressed at the 1Cso.
Conclusion

In summary, two of the oleanolic glycosides isolated from Aralia nudicaulis have been shown to possess
moderate anti-inflammatory activity. The antioxidant capacity of 3 was evaluated from its oxygen radical
absorption capacity (ORAC, expressed in Trolox equivalent per unit mass), and the concentration
inhibiting 50 % of cellular oxidation (ICso), as monitored by the fluorochrome DCFH-DA (Girard-

Lalancette et al., 2009). Because of the lack of mass, only the compound 3 exhibited weak antioxidant
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activities, with an ORAC value of 0.35 £ 0.09 umol TE/mg and an ICso of 74 = 18 uUM. The results were
compared to the quercetin as a positive control, with an ORAC value of 24 £ 3 umol TE/mg and an 1Cso
of 0.268 £ 0.017 uM. Weak antioxidant activities were also reported for saponin from A. taibaiensis (Xi
et al., 2010). Saponin are not expected to be strong chemical antioxidant, but a few triterpenoids showed
in vivo protective effects in rats (Somova et al., 2003).
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Ce chapitre présente 1’ensemble des travaux effectués durant ce projet de maitrise, ainsi que
les détails non abordés dans I’article scientifique. En effet, bien que le projet f(t principalement
concentré sur 1’Aralia nudicaulis, des traitements ont également été effectués parallélement sur
I’Aralia hispida. Les influences biologiques des deux plantes ainsi que leurs criblages
phytochimiques ont alors été comparés respectivement par test biologique et CCM, afin de déterminer
I’espéce possédant le meilleur potentiel d’étude. Les méthodes employées jusqu’a 1’obtention et la
caractérisation de la phase butanol de 1’Aralia nudicaulis sont détaillées a la section IV.B, et les

résultats obtenus a la section V.

A. MATERIEL VEGETAL

La récolte des deux especes, 1’Aralia nudicaulis et 1’Aralia hispida, s’est effectuée en forét
dans le secteur du lac Simoncouche, prés de Laterriére au Québec (Latitude : 48°23°07” ; Longitude
. -71°25°07”°). Cueillies durant 1’été 2016 entre juin et juillet, les racines et les feuilles ont été
récoltées séparément. Les matiéres végétales ont été mises a sécher pendant plusieurs semaines avant

d’étre broyées finement.
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B. EXTRACTIONS

1. Extraction par solvant a reflux

Chaque partie (racines et feuilles) de 1’Aralia nudicaulis a subi une extraction reflux dans 3
solvants successifs : le dichlorométhane (DCM), le méthanol (MeOH), et un mélange eau/méthanol
en proportions 70:30 (v/v). Chaque extraction a nécessité un volume de 5 L de solvant, d’une durée
d’extraction d’1 h 30, et a été répétée 3 fois pour maximiser le rendement. Etant donné les masses
conséquentes disponibles pour chaque partie de la plante (1,6 kg de chaque environ), les expériences

ont toutes été répétées 2 fois sur des masses d’environ 500 g.

Concernant 1’Aralia hispida, de plus petites masses d’environ 30 g (racines et feuilles de
chaque) ont été extraites a I’aide d’'un montage de type Soxhlet. Chaque partie broyée a été¢ déposée
dans une cartouche de cellulose a double épaisseur de 60 mm de diamétre et 120 mm de hauteur. De
la méme fagon que pour I’Aralia nudicaulis, les solvants d’extraction, le DCM, le MeOH et un
mélange eau/MeOH (70:30 v/v) ont été utilisés successivement, avec pour chacun un volume de 700
mL. Les manipulations ont été lancées sur 10 heures pour les feuilles et 5 heures pour les racines

(Figure 13).

2. Partition des composeés par extraction liquide-liquide

Tel que montré a la Figure 13, les extraits méthanoliques de chaque partie d’Aralia nudicaulis

ont été traités par extraction liquide-liquide dans une ampoule de 2 L. Des extraits d’environs 50 g
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ont été pesés, puis dissous dans 500 mL d’eau. Chacune des phases aqueuses a été traitée avec 500
mL d’acétate d’éthyle (AcOEt) puis 500 mL de butanol. Les extractions ont été effectuées entre 4 et
6 fois par solvant selon le stade d’épuisement en composés de la phase aqueuse. Avant d’étre utilisé
pour ’extraction, le butanol a été saturé en eau puis laiss¢ a décanter pendant une nuit. Le rapport des

volumes pour la préparation du butanol saturé est de (3:2) (v/v) (Butanol : Eau).

Aralia nudicaulis

Reflux Aralia hispida

(3x5L;1h30)

Soxhlet

MeOH/H,0 (Sh-10)

e 2

DCM MeOH 30:70)

| |
MeOH/H,0)
Lig/Liq DCM MeOH (30:70)
(4-6 x 500mL)
| ACOEI| |Bulan0l| | H,0 |

Figure 13. Organigrammes des extractions réalisees sur les feuilles et les racines de I'A. nudicaulis et I'A. hispida
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C. METHODES D’ANALYSES CHROMATOGRAPHIQUES

1. Chromatographie sur couche mince CCM

Les extractions ont été accompagnées d’un suivi par chromatographie sur couche mince
(CCM). Les dépdts ont été effectués sur des plaques d’aluminium recouvertes de silice et de C18,
d’épaisseur de 200 um et d’un indicateur UV a A = 254 nm. Le milieu d’élution utilisé a été un
mélange CHCI3;:MeOH:H-0 dans les proportions 26:14:3 (v/v/v). Les plagues ont été révélées par 2
révélateurs différents selon la famille de molécules ciblée. Pour les saponines triterpéniques, une
solution d’acide sulfurique (H.SOs) & 20 % dans du méthanol a été pulvérisée sur celles-ci.
Concernant les flavonoides et autres composés phénoliques, le réactif de Neu a été privilégié. Il
consiste en 1’application successive de 2 solutions : 'une de 2-aminoethyl diphenylborinate dissous
a1 % dans du méthanol (NP), et I’autre de polyéthyléneglycol dissous & 5 % dans de 1’éthanol (PEG).
Aprés révélation, les plaques ont été chauffées dans une étuve a 100 °C pendant 3 a 5 minutes. Enfin,
elles ont été observées en UV a 365 nm et dans le visible pour les saponines triterpéniques, et pour

les composés phénoliques seulement a 365 nm.

2. Chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de

masse HPLC-MS

L’ensemble des fractions ont été analysées par un systéme de chromatographie liquide haute

performance, couplé a un spectrométre de masse (RP-HPLC-DAD/UV-ESI-APCI-MS). Les analyses
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ont été lancées avec trois objectifs distincts : la composition chimique des fractions, 1’optimisation
des méthodes d’isolation effectuées sur HPLC préparative et I’identification de polyphénols par
comparaison avec des témoins. Les produits ont été élués sur une colonne C18 de chez Phenomenex
(Kinetex 5 pu XB-C18 100A 250 x 4.6 mm). Les élutions ont suivi différents gradients de MeOH ou
d’acétonitrile (MeCN) dans 1’H>0, ou chacun a été acidifié avec 0,1 % d’acide formique (HCOOH).
Certaines élutions ont également été effectuées en isocratique. Les volumes d’injections ont été de 10
uL, le débit de 1 mL/min et les longueurs d’onde d’analyse de A (DAD): 365 ; 320 ; 280 ; 254 ; 210
nm. Le spectromeétre de masse a été réglé sur le mode d’ionisation négative, les autres parameétres
sont détaillés dans le tableau ci-dessous (Tableau 4). Il est a noter que tous les échantillons injectés

ont été préalablement filtrés sur des membranes avec des pores de 0,45 pm.

Tableau 4. Parameétres du spectrométre de masse

Set up MSD (english) Parameétres du MSD (frangais) Paramétrages
Mode ionization Mode d’ionisation Scan MM-ES+APCI
Polarity Polarité Négative
Mass Range (m/z) Echelle de masse (m/z) 100.00 - 1000.00
Fragmentor Fragmenteur 70
Gain Gain 1
Threshold Seuil 150
Step Size Pas de mesure 0.10
Drying Gas Flow (L/min) Débit du gaz (L/min) 5.0
Nebulizer Pressure (psig) Pression du nébuliseur (psig) 40
Drying Gas Temperature (°C) | Température du gaz (°C) 350
Vaporizer Temperature (°C) Température de vaporiseur (°C) | 250
Capillary Voltage (V) Tension du capillaire (V) 2000
Corona Current (HA) Courant d’effluve (uA) 4
Charging Voltage (V) Tension de charge (V) 2000
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D. METHODES CHROMATOGRAPHIQUES PREPARATIVES

1. Chromatographie liquide sur résine (DIAION HP-20)

Les extraits acétate d’éthyle (ACOEt) et butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis ont chacun
été soumis a une séparation sur colonne ouverte, remplie d’un polymére de styrene-divinylbenzene
(DIAION HP-20). Cette matrice se présente sous la forme de particules poreuses, de la taille de 250
a 850 um, avec des pores moyens de 26 nm selon le fournisseur Sigma-Aldrich. Les fractionnements
ont été effectués sur une colonne en verre de 48 cm de hauteur et de 6,5 cm de diametre. Les
différentes élutions ont respecté un gradient de solvant allant du (100:0) a (0:100) (H.O:MeOH),
suivies d’un lavage de la colonne a I’ AcOEt. Le nombre de paliers a été adapté selon 1’épuisement de
I’extrait au gradient considéré. Les volumes récoltés a chacun d’entre eux étaient de I’ordre de 4 L en

moyenne.

2. Chromatographie liquide a basse pression sur gel de silice et sur silice greffee

C18

Les fractions obtenues des feuilles d’Aralia nudicaulis ont été traitées par un systeme de
chromatographie liquide & basse pression, composé de deux modules de pompes a solvant, d’un
détecteur UV et d’un collecteur de fractions. Les systémes d’élution ont été adaptés a chaque fraction
apres plusieurs tests sur CCM. Les éluants optimaux utilisés ont été des melanges de

CHCl3:MeOH:H-0 a différentes proportions, en élution soit isocratique, soit par pallier de gradient.
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Différentes colonnes ont alors été utilisées selon les quantités d’extraits engagées, allant de 0,4 ga 3
g : des cartouches SiliaSep Flash Cartidge Silicia de chez SiliCycle d’une capacité de 80 g ; une
colonne en verre de 5 cm de diamétre et 46 cm de longueur remplie avec 400 g de silice ZEOprep 60
ECO 40-63 um ; et une cartouche a phase inverse SiliaSep Cartidge C18 de chez SiliCycle d’une

capacité de 120 g.

3. Chromatographie liquide préparative RP-HPLC-DAD/UV

Afin d’isoler les saponines triterpéniques contenues dans les feuilles d’Aralia nudicaulis, les
fractions enrichies ont été purifiées par chromatographie liquide haute performance a 1’échelle
préparative (HPLC-Prep.). Le matériel utilisé comprend deux pompes & solvants équipées d’unités
de dégazage, d’un collecteur de fractions, d’un détecteur a barrette de diode (DAD) et d’un logiciel
d’ordinateur. Les méthodes d’élution ont été¢ développées sur HPLC-MS analytique afin de les
optimiser selon le temps de rétention de chaque molécule isolée. Les éluants utilisés ont été des
mélanges d’acétonitrile et d’eau, chacun acidifi¢ avec 0,1 % d’une solution d’acide formique
(HCOOH). Les purifications ont été effectuées sur une colonne Kinetex 5 u XB-C18 (100 A 250 x
21,20 mm) de chez Phenomenex. Le débit était de 20 mL/min, les volumes d’injection de 50 pL et
les longueurs d’onde d’analyse allaient de 200 a 600 nm. Les chromatogrammes sont présentés a 207
+ 4 nm, car cette longueur d’onde est la plus optimale pour observer les saponines triterpéniques

(Chominot 2000; Marston et al. 2000; Oleszek et Bialy 2006).
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E. METHODES PHYSICO-CHIMIQUES

1. Spectrométrie de masse haute résolution HR-ESI-MS

Des analyses de spectroscopie de masse a haute résolution (HR-MS) ont été lancées sur
I’ensemble des molécules isolées afin d’en déterminer la masse exacte. En collaboration avec
NanoQAM, P’appareil qui a été utilisé est un spectrométre de modéle 6210 TOF-MS (Agilent

Technologies), en mode d’ionisation par €lectronébulisateur (ESI).

2. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire RMN

Les caractérisations structurales des 13 molécules isolées ont été réalisées par un
spectrometre de résonance magnétique nucléaire 400 MHz Bruker. L’appareil a permis 1’acquisition
de spectres 1D (*H, $3C, DEPT-135, APT, TOCSY) et 2D (*H-'H COSY, TOCSY, NOESY, HSQC,
HMBC). Les déplacements chimiques (8) sont rapportés en ppm et calibrés sur le pic du TMS. Les

analyses des données ont été réalisées sur le logiciel MestReNova.

3. Chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme GC-

FID
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Afin de déterminer la nature et la stéréochimie des sucres greffés aux aglycones triterpéniques
isolés, des injections comparatives a des témoins de monosaccharides ont été injectées sur une
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID). Les
conditions d’utilisation et les paramétres de 1’appareil sont détaillés au tableau ci-dessous (Tableau
5). Avant d’analyser les sucres, les saponines sont soumises a une hydrolyse en milieu acide, suivi
d’une acétylation des monosaccharides obtenus, dont les protocoles sont détaillés dans la section

IV.E.6.
Tableau 5. Paramétres et conditions d'utilisation du GC-FID

Chromatogramme : Agilent Technologies 7890A GC System
Colonne: Chirale CHIRAMIX

Longueur : 30m

Diamétre interne : 0,25 mm

Film : 0,25 um

Numeéro de série : CMO090502

Volume d’injection : 1puL

Détecteur : FID

T° Injecteur : 230°C

T° Détecteur : 250 °C

T° Colonne initiale :

120 °C (1 minute)

T° Colonne gradient :

4 °C/min

T° Colonne finale :

180 (120 minutes)

4. Spectroscopie Infrarouge

Des analyses complémentaires ont été lancées pour caractériser les nouvelles molécules
isolées, comme 1’analyse infrarouge. Elle a été effectuée sur un appareil de spectroscopie a
transformée de Fourier (FTIR), de modéle Cary 630 FTIR de chez Agilent Technologies. Les
solutions ont préalablement été préparées a des concentrations d’environ 6 mg/mL puis déposées sur

une pastille de NaCl pour I’analyse.
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5. Pouvoir rotatoire

L’activité optique a été déterminée par un polarimétre automatique Autopol IV Rudolph
Research Analytical, dans une cellule d’un volume de 6,4 mL. Les résultats ont été obtenus par le

calcul de la moyenne de trois réplicats.

6. Hydrolyse acide et acétylation de monosaccharides greffés aux saponines

triterpéniques

Les nouvelles saponines ont été soumises successivement aux procédés d’hydrolyse en milieu
acide et d’acétylation, effectuées selon la procédure de Mskhiladze et al. (Mskhiladze et al. 2015).
Des masses de I’ordre de 5 mg de produit ont été solubilisées dans 10 mL d’une solution d’HCI a 10
%, et mis a I’étuve a 100 °C pendant 4 h a pression atmosphérique. La phase aqueuse enrichie a été
neutralisée avec une solution basique de N,N-dioctylmethylamine a 10 % dans du CHClIs, puis lavée
une derniére fois avec du CHCI; pur. Les monosaccharides ont par la suite été acétylés avec 1 mL
d’anhydride acétique dans 1 mL de pyridine, et placés sous agitation a température ambiante et
pression atmosphérique pendant 24 heures. Un volume de 3 mL d’AcOEt a été ajouté, puis la phase
organique a été lavée plusieurs fois successivement a 1’eau, une solution d’hydrogénocarbonate de
sodium saturée (NaHCOs), une solution d’acide sulfurique a 20 % (H2SOa4 20 %) et a I’eau a nouveau.
Les monosaccharides acétylés ont par la suite été séchés par un sel de sulfate de magnésium et filtrés

sur un montage de type Bichner.
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F. METHODES BIOLOGIQUES

L’activité biologique des fractions jugées potentiellement intéressantes ont été évaluées. Les
tests utilisés ont permis d’évaluer les activités cytotoxique, antioxydante, anti-inflammatoire et
antifongique des extraits, fractions et composés. Tous les échantillons ont été solubilisés dans du
DMSO, avec une concentration en plaque inférieure a 0,5 % afin d’éviter que sa toxicité interfere

avec les tests.

1. Evaluation de activité cytotoxique

La cytotoxicité a été évaluée sur deux lignées de cellules cancéreuses (de poumons A549, et
colorectales DLD-1), ainsi que sur une lignée de cellules fibroblastes saines (WS-1) pour déterminer
la sélectivité des échantillons. Selon le principe de ce test (O’Brien et al. 2000), les échantillons ont
d’abord été solubilisés a différentes concentrations, puis incubés avec 5000 cellules de chaque lignée
pendant 48 heures sous atmosphére humidifiée en présence de 5 % de CO,. Deux sondes ont été
utilisées pour quantifier le nombre de cellules. La premiére sonde, la résazurine, permet de mesurer
I’activité métabolique des cellules. Ce composé est reduit en résorufine, un fluorochrome dont la
fluorescence mesurée est proportionnelle a la quantité de cellules vivantes. Les mesures ont été
effectuées a I’aide d’un lecteur de plaques Fluoroskan Ascent FL™ en utilisant une longueur d’onde
d’excitation a 530 nm et une longueur d’onde d’émission a 590 nm. Une deuxiéme sonde, le réactif
de Hoechst, a également été utilisée pour évaluer la cytotoxicité. Les cellules ont été lysees avec le
sodium dodecyl sulfate (SDS) a 0,01 % afin d’en libérer le contenu, puis le réactif de Hoechst a

ensuite été ajouté. Cette sonde interagit avec les brins d’ADN pour créer un complexe fluorescent. La
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quantification de cette fluorescence est effectuée par un lecteur de plaques Fluoroskan Ascent FL™,
en utilisant une longueur d’onde d’excitation a 355 nm et une longueur d’onde d’émission a 460 nm.
A I’aide des courbes obtenues, la concentration qui inhibe 50 % de la croissance cellulaire (ICso) a

été déterminée. L étoposide, un agent cytotoxique connu, a été utilisé comme témoin positif.

2. Evaluation de activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée a I’aide de deux tests: cellulaire et ORAC. Les modes
opératoires sont décrits dans I’article de K. Lalancette (Girard-Lalancette et al. 2009) avec quelques

modifications.

Le test antioxydant cellulaire mesure la capacité antioxydante d’une substance sur des
cellules fibroblastes saines (WS-1). Pour cela, des plaques de 96 puits comprenant 10 000 cellules
par puit sont ensemencées et incubées a 37 °C en présence de 5 % de CO- sous atmosphere humidifiée.
Apres 24 heures, les cellules sont lavées avec 150 pL d’une solution tampon de phosphate salin (PBS)
a un pH de 7.4, puis remises a incuber durant 30 min avec une solution saline isotonique (Hank’s
Balanced Salt Solution HBSS) contenant 5 uM de 2°,7’-dichlorofluorescin-diacetate (DCFH-DA).
Ce dernier composé est un fluorochrome permettant de déterminer I’oxydation intra-cellulaire. Les
cellules sont ensuite a nouveau lavées avec 150 pL de PBS. Pour obtenir ’activité antioxydante, elles
sont ensuite incubées pendant 1 heure avec des concentrations croissantes des composés testés en
absence ou présence de 200 uM de tert-butylhydroperoxide (t-BuOOH). La fluorescence des puits
est alors mesurée immédiatement aprés 1’ajout du t-BuOOH, et a nouveau aprés 90 minutes par un
lecteur de plaques Fluoroskan Ascent FL™, dont les longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont
respectivement 485 nm et 538 nm (Ou et al. 2001). Les résultats sont exprimés en ICso, et comparés

a trois témoins positifs : la quercétine, le Trolox et la catéchine.
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Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) détermine, quant a lui, la capacité des
composés a neutraliser les radicaux peroxyls de la fluorescéine, une sonde fluorescente désactivée
apres oxydation (Ou et al. 2001). Un gradient de 16 concentrations d’échantillons est préparé sans
réplication. Les expériences se déroulent a 37,5 °C dans une solution de tampon phosphate 75 mM a
pH 7,4, avec un blanc en paralléle. La fluorescence est mesurée par un lecteur de plaques Fluoroskan
Ascent FL™ toutes les minutes aprés ajout d’une solution oxydante a 375 puM, le 2,2’-azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH). L’appareil est réglé avec les mémes conditions
d’utilisation que pour le test antioxydant cellulaire. La cinétique dure au total 60 minutes, puis les
résultats sont calculés en comparant les aires sous les courbes de diminution de la fluorescence entre
les échantillons et le blanc. Les résultats sont comparés au Trolox comme témoin positif, et exprimés

en micromoles d’équivalents de Trolox (TE) par milligramme d’échantillon (umol TE/mg).

3. Evaluation de Dactivité anti-inflammatoire

Le test anti-inflammatoire consiste a mesurer 1’inhibition de la production d’oxyde nitrique
(NO) synthétisé par des macrophages de souris (RAW 264.7) (Green et al. 1990). Le mode opératoire
est décrit dans I’article de D. Dufour (Dufour et al. 2007) avec quelques modifications. Des plaques
de 96 puits sont ensemencées avec 7,5 x 10° cellules et 100 pL de milieu de culture, puis incubées
pendant une nuit & 37 °C en présence de 5 % de CO; sous atmosphére humidifiée. Les cellules sont
ensuite traitées ou non avec des concentrations croissantes d’échantillons, ou un contrdle positif de
N(w)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). La plaque est mise a incuber dans les mémes
conditions que précédemment pendant 24 heures, avant que les cellules soient stimulées avec une
solution & 100 ng/mL de lipopolysaccharide (LPS), dans le but de provoquer une réaction

inflammatoire chez les macrophages et de stimuler la production de NO. Aprés 24 heures
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d’incubation, les surnageants sont récoltés puis mis au contact du réactif de Griess (Green et al. 1990)
qui permet de mettre en évidence la présence de NO par dosage colorimétrique. L.’absorbance des
puits est alors mesurée par un lecteur de plaque Varioskan réglé a 540 nm, en comparaison a des

standards de nitrite de sodium (NaNOy).

4. Evaluation de Pactivité antifongique

Le test antifongique consiste a la mise en contact des échantillons testés avec la levure
Candida albicans. Le protocole employé est le méme que celui décrit par Banfi pour les tests
antibactériens avec quelques modifications (Banfi et al. 2003). Une mesure d’absorbance est
effectuée a I’aide d’un appareil de lecture de plaque Varioskan, réglé a la longueur d’onde de 540 nm.
La diminution de 1’absorbance permet de déterminer I’inhibition de la croissance de C. albican induite
par les extraits et composés. Les plaques sont incubées de 18 a 24 heures a une température de 37 °C,

et les résultats sont exprimés en concentration inhibant 50 % de la croissance de C. albican (ICso).



CHAPITRE V

RESULTATS
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A. RENDEMENTS ET ACTIVITES DES EXTRAITS D’ARALIA

L’évaluation de I’activité biologique et I’analyse phytochimique des deux différentes espéces, 1I’Aralia nudicaulis
et ’Aralia hispida, ont été réalisées. Chaque partie des plantes a été extraite successivement par des solvants de polarité
croissante (DCM, MeOH, MeOH:H20 (30:70) (v/v)). Les rendements obtenus et les meilleurs résultats aux tests biologiques
sont détaillés dans les tableaux ci-dessous (Tableau 6 et 7). Les autres résultats (antifongique, antioxydant et cytotoxique)
sont détaillés en Annexe 11l - 2. Spectre 'H RMN de I'hemsgiganoside B (4)

Annexe Il - 3.

Tableau 6. Rendements des extractions a chaud des différentes parties de I'A. nudicaulis et de I'A. hispida

. Rendement d’extraction a chaud (%)
Especes Parties Masses seches MeOH:H,0
P traitées (g) DCM MeOH (30:7'0)2
Aralia hispida Feuilles 26,0 6,15 18,08 9,23
Aralia hispida Racines 35,9 2,51 10,03 3,62
Aralia Feuilles 1095,9 3,78 15,34 4,74
nudicaulis
Aralia Racines 1084,8 3,74 8,51 2,58
nudicaulis

Tableau 7. Résultats des tests anti-inflammatoire et antioxydant sur les extraits des différentes parties de I'A. nudicaulis et
de I'A. hispida

ICso anti-inflammatoire (ug.mL?) ICso antioxydant (ug.mL?)
Espéces Parties MeOH:H,0 MeOH:H,0
DCM MeOH (30:70) DCM MeOH (30:70)
Ara{/a Feuilles | >160 >160 >160 - 3+0,6 10+2
hispida
Arali
'ra{/a Racines | 34107 >160 >160 8+2 8,7+0,8 4,2+0,7
hispida
AI"G/IG | Feuilles 20+ 3 >160 >160 3+2 6+2 0,07 £ 0,03
nudicaulis
Aralia Racines >160 31+11 >160 2,7+0,4 | 0,38+0,09 | 0,28 £0,03
nudicaulis
Trolox - 0,22 +0,03
Quercetin - 0,047 £ 0,009
Catechin - 0,31 +0,04

Les extraits présentant une ICso la plus faible en test anti-inflammatoire sont les racines

d’Aralia hispida au DCM, ainsi que les feuilles et racines d’Aralia nudicaulis, respectivement
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extraites au DCM et au MeOH. Concernant les tests antioxydant cellulaire, les extraits ayant montré
un meilleur potentiel sont issus de 1’Aralia nudicaulis. Avec des valeurs d’ICs proches de celles des
témoins, les extraits MeOH:H>O (30:70) des feuilles et des racines, ainsi que ’extrait des racines au
MeOH présentent les meilleurs résultats. La suite du projet a donc été orientée sur les deux parties de

de plante de I’espece Aralia nudicaulis.

Les extraits méthanoliques des deux parties de la plante ont été traités par extraction liquide-
liquide. Les extractions ont été faites successivement avec de 1’acétate d’éthyle et du butanol sature,
choisis pour leur polarité et leur affinité avec les molécules d’intérét et leur non miscibilité avec la
phase aqueuse. Les rendements obtenus sont détaillés au Tableau 8. Des analyses sur CCM ont été
effectuées sur chaque fraction issue des extractions liquide-liquide afin d’étudier sommairement leurs

compositions phytochimiques.

Tableau 8. Rendements des extractions liquide-liquide sur I'extrait MeOH de I'A. nudicaulis

. . Masses extrait Rendement d’extraction liquide-liquide (%)
Espece Parties .
MeOH engagées (g) AcOEt Butanol H,O
Aralia .
nudicaulis | Feuilles 45,3 (a) 9,93 (b) 20,35 (c) 43,49 (d)
Aralia .
nudicaulis Racines 45,5 (e) 7,65 (f) 19,34 (g) 69,89 (h)

Figure 14. CCM des extraits d'A. nudicaulis révélés au H2SO4 dans le domaine du visible (Iégende tableau 8)



59

Figure 15. CCM des extraits d'A. nudicaulis révélés au H2SO4 a 365 nm (Iégende tableau 8)

Comme en témoignent les figures Figure 14 et Figure 15, la composition des feuilles d’Aralia
nudicaulis est plus complexe que celle des racines. La comparaison des photos prises dans le visible
et dans I’UV apres révélation ont permis de mettre en évidence les différentes familles de molécules
présente dans chaque partie. Les feuilles sont ainsi plus riches en polyphénols (jaune dans le visible)
et en saponines triterpéniques (violet), tandis que les racines sont plus riches en sucres (bleu a 365
nm). On note également la présence de chlorophylles (vert dans le visible) et de lipides (marron) dans

la partie moins polaire des extraits (Wagner et Bladt 1996).

La suite du projet a ainsi été orientée exclusivement sur les feuilles d’Aralia nudicaulis, afin

d’en étudier la composition plus en détail.



60

B. FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT MEOH DES FEUILLES

D’ARALIA NUDICAULIS

Les travaux de fractionnement ont débuté sur I’extrait a 1’ AcOEt, car son élution sur CCM
présentait des composés bien séparés et donc plus facilement isolables (voir bande d’élution (b) sur

Figure 15).
1. Extrait AcOEt de I’extraction liquide-liquide des feuilles d’Aralia nudicaulis

Une masse de 3,2569 g d’extrait sec a été séparée grossierement une premiere fois sur colonne en verre ouverte,
remplie d’une résine de polymére DIAION HP-20. Le gradient d’élution qui a été utilisé est un mélange H20:MeOH allant
du plus polaire au moins polaire, avec sept paliers de pourcentage détaillés dans 1’organigramme en Annexe | - 2.
Organigramme du fractionnement de 1’extrait AcOEt des feuilles d’Aralia nudicaulis

Annexe | - 3. Organigramme du fractionnement de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia

nudicaulis Annexe | - 4. Afin d’évaluer la séparation des composés, les fractions ont été éluées sur

+Tq Y
|
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- S e
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- .
o <
JPO10 JPO16 JRO10 JPO10 JPOl0 JPOl0  JROl0 JPl0 POl JPO10 JPO10 JROL0 JPOLO JM10 JR10  JPO10 JPo10 POl
254 28A 28B 28C 28D 28E 28F 288G 28H 25A 28A 28B 28C 28D 28E 28 288G 28H

Figure 16. CCM du fractionnement de la fraction JPO1025A (extrait AcOEt des feuilles d’A. nudicaulis extraites
au methanol) révélées au H2SO4 (gauche) et au NPPeg (droite) & 365 nm (Iégende en annexe | - 1)

CCM (Figure 16).
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Les fractions JP01028C, JP01028D et JPO1028E enrichies en polyphénols ont par la suite été
réunies pour une séparation plus optimale. Cette derniére s’est a nouveau effectuée sur colonne en
verre ouverte DIAION HP-20, avec un gradient MeOH:H,O allant de 20 a 100 % en MeOH. Les
fractions ont par la suite été réunies en fonction de leurs similitudes des taches sur CCM, pour

conduire a trois fractions : la JPO1031A, la JP01031B et la JP01031C, présentées a la Figure 17.

JPO10 mn' JPO10 JPO10 JPO10
3A 3B 3C 31A  3IB 31C

Figure 17. CCM des fractions JP01031A, JP01031B et JP01031C révélées au H2SO4 dans le visible (gauche) et a
365 nm (droite)

La fraction JP01031C, enrichie en saponines, a quant a elle été traitée par un systeme de
séparation sur colonne de silice sous basse pression. L’élution s’est faite en conditions isocratiques
avec un gradient CHCIs:MeOH (5:1), de maniere a isoler les derniéres traces présentes de polyphénols

dans la fraction JP01032A, comme le montre la Figure 18.

JPO10 JPO10 JPO10
31C 32A 32B

Figure 18. CCM du fractionnement de la fraction JP01031C révélée au H2SO4 dans le visible (gauche) et a 365
nm (droite)
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2. Extrait butanol de I’extraction liquide-liquide des feuilles d’Aralia nudicaulis

La masse de 8,4889 g d’extrait sec au butanol saturé a été séparée une premicre fois sur une colonne en verre
ouverte, remplie d’une résine de polymére DIAION HP-20. De la méme facon que précédemment, le gradient d’élution
utilisé a été un mélange H20:MeOH, avec quatre paliers de pourcentage détaillés dans I’organigramme en Annexe | - 5.
Organigramme du fractionnement de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis

Annexe | - 6. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036B issue de I’extrait
Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines triterpéniques isolées)Annexe | - 7.

La composition des fractions obtenues a été évaluée par CCM comme le montre la Figure 19.

JP010 JP010 JP010
34B 34C 34D

Figure 19. CCM du fractionnement de la fraction JP01025B (extrait butanol des feuilles d’A. nudicaulis extraites
au methanol) révélée au H2SO4 dans le visible (haut) et & 365 nm (bas) (Iégende en Annexe 2)

Etant donné la richesse en saponines triterpéniques ainsi que la masse de la fraction JP01034D

(m = 3,0468 g), le projet s’est poursuivi sur cette derniére. De plus, une étude visant a comparer la
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composition de la fraction JP01034D avec la JP01032B (précédemment isolée de la phase AcOEt) a
permis de réunir les deux fractions afin de traiter une plus grande masse de produit par la suite (Figure

20).

Figure 20. Comparaison par CCM des fractions JP01032B et JP01034D (H2SO4 & 365 nm)

Comme présenté a la Figure 21. CCM du fractionnement de la fraction JP01034D révélée au H2SO4 dans le visible (haut)
et a 365 nm (bas)

Tableau 9. Conditions d'élution sur HPLC Préparative des échantillons issus de la fraction
JP01036BFigure 22, la fraction JP01034D résultante a été séparée sur une colonne en verre, remplie
par une phase stationnaire de 400 g de silice, avec un écoulement a basse pression. L’élution s’est
faite en conditions isocratiques, avec un mélange CHCI;:MeOH:H,0 (26:14:3). Les cing fractions

obtenues ont été éluées sur plaques CCM.
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JPO10
36A

Figure 21. CCM du fractionnement de la fraction JP01034D révélée au H2SOs dans le visible (haut) et a 365 nm (bas)

Tableau 9. Conditions d'élution sur HPLC Préparative des échantillons issus de la fraction JP01036BFigure 22. CCM du
fractionnement de la fraction JP01034D révélée au H2SO4 dans le visible (haut) et & 365 nm (bas)

Les fractions JP01036B, JP01036C, JP01036D et JPO1036E sont fortement enrichies en
saponines triterpéniques. A ce stade, la suite du projet s’est orientée sur des étapes d’isolations des

différentes molécules contenues dans ces quatre fractions.
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C. ISOLATION DES SAPONINES TRITERPENIQUES PAR

HPLC PREPARATIVE

1. Fraction JP01036B

La fraction JP01036B a préalablement été fractionnée sur une colonne de 80 g de silice a basse pression. Aprés
plusieurs essais préliminaires sur CCM, I’¢élution a été effectuée dans des conditions isocratiques avec un mélange
CHCI3:MeOH:H20 en proportions (50:15:1) (Annexe | - 8. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036B issue
de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines triterpéniques isolées)

Annexe | - 9. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036C issue de 1’extrait Butanol des feuilles
d’Aralia nudicaulisAnnexe | - 10). Les produits obtenus (JP01087A a JP010871) ont par la suite été analysés par HPLC-
MS afin d’identifier les fractions contenant des saponines triterpéniques. Les analyses ont également permis d’optimiser les
conditions d’élution afin d’isoler chaque molécule d’intérét par HPLC préparative. Les conditions correspondant a chaque
fraction sont détaillées dans le Tableau 10. Conditions d'élution sur HPLC Préparative des échantillons issus de la fraction
JP01036B

Figure 23. Chromatogramme de la fraction JP01087F sur HPLC PréparativeTableau 11.

Echantillon ‘ Masse engagée % MeCN acidifié % MeCN acidifié ‘ Temps d’élution
Tableau 10. Conditions d'élution sur HPLC I5féparative des échantillons issus de la fraction JP01036B

JPULUB/D 37,4 39 41 /7,33

JPO1087E 91,8 39 45 10

JP01087F 120,2 39 41 7,33

JP01087G 93,0 38 39 5,33

JPO1087H 91,9 39 41 7,33

Le chromatogramme présenté & la Figure 24. Chromatogramme de la fraction JP01087F sur HPLC Préparative

Figure 25. Masses (m/z) des fragments correspondant au produit JP01087F-A en ionisation négativeFigure 26
illustre Iisolation par HPLC préparative de la molécule contenue dans la fraction JPO1087F. A la suite, la Figure 27. Masses
(m/z) des fragments correspondant au produit JP01087F-A en ionisation négative
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Figure 28. CCM du fractionnement de la fraction JP01036C révélée au H2SO4 dans le visible (gauche) et a 365
nm (droite)Figure 29 montre son analyse MS. Les chromatogrammes des autres molécules sont présentés en Annexe Il - 2.
Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des fragments (bas) correspondant au
produit JP01087D-A

Annexe Il -3a9.

mAU Max intensty - 1.617.544
Tnmaé [ Tme nten

1500 f T~ molécule
1260 5 JPO1087F-A

<00 {pic d'injection) | |

250

-500+

-750+ 7
T T T T T T T o v,
00 0s 1.0 15 20 25 30 3s 45

Figure 24. Chromatogramme de la fraction JP01087F sur HPLC Préparative

Figure 25. Masses
Chromatogramme de la fract

ma4s e n négativeFigure 26.

912,5

913,5
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Figure 27. Masses (m/z) des fragments correspondant au produit JP01087F-A en ionisation négative

Figure 28. CCM du fractionnement de la fraction JP01036C révélée au H2SO4 dans le visible (gauche) et a 365
nm (droite)Figure 29. Masses (m/z) des fragments correspondant au produit JP01087F-A en ionisation négative

Six molécules ont ainsi pu étre isolées dans les fractions JP01087D-A, JP01087E-A, JP01087E-B, JP01087F-A,
JP01087G-A et JP01087H-A a travers le travail effectué sur la fraction JP01036B (en jaune dans I’organigramme en Annexe
I - 8. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036B issue de 1’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis
(en jaune les saponines triterpéniques isolées)

Annexe | - 9. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036C issue de I’extrait

Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulisAnnexe | - 10).
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2. Fraction JP01036C

Apres plusieurs essais de gradients d’élution sur CCM, la fraction JP01036C a été séparée en phase inverse sur
une colonne de type C-18 de 120 g. L’éluant utilisé a été un mélange MeOH:HO allant de 35 & 100% en MeOH (Annexe
I - 11. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036C issue de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis

Annexe | - 12. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036D issue de 1’extrait

¥
S
JP010 JP010 JPO10 JPO10 JPO10 JPO10  JPOLO

36C S51A 51B

36C 51A 51B 51C

Figure 30. CCM du fractionnement de la fraction JP01036C révélée au H2SO4 dans le visible (gauche) et a 365
nm (droite)
Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines triterpéniques isolées)Annexe | - 13).
Les trois fractions obtenues ont été déposées sur plaques CCM comme le montre la Figure 30. CCM

du fractionnement de la fraction JP01036C révélée au H2SO4 dans le visible (gauche) et a 365 nm

(droite)

Tableau 12. Conditions délution sur HPLC préparative des échantillons JP01057B et

JP01057D issus de la fraction JP01036DFigure 31.

La CCM a révélé la présence de 2 saponines triterpéniques majoritaires et facilement isolables dans la fraction
JP01051B. Cette derniére a donc été fractionnée par HPLC préparative, dont les conditions sont détaillées dans
I’organigramme présenté a I’Annexe | - 11. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036C issue de 1’extrait
Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis
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Annexe | - 12. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036D issue de 1’extrait
Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines triterpéniques isolées)Annexe | - 13.
Malheureusement, les deux molécules issues de ce fractionnement ont été isolées en trop faibles
quantités pour étre identifiées. En revanche, la fraction JP01051C a été utilisée pour enrichir la

fraction JP01036D en masse de produit potentiellement isolable.
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3. Fraction JP01036D

La fraction JP01036D a préalablement été fractionnée sur une colonne de 80 g de silice a basse pression. L’élution
a été effectuée dans des conditions isocratiques avec un mélange CHCl3:MeOH:H20 en proportions (48:20:3) (Annexe | -
14. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036D issue de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis
(en jaune les saponines triterpéniques isolées)

Annexe | - 15. Organigramme du fractionnement de la fraction JPO1036E issue de 1’extrait
Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulisAnnexe | - 16). Les produits obtenus (JP01057A a JP010571)
ont par la suite été analysés par HPLC-MS afin de déterminer les fractions comportant des saponines
triterpéniques. Les analyses ont également permis d’optimiser les conditions d’isolation sur HPLC
préparative des fractions JP01057B et JP01057D, qui ont chacune révélé contenir deux molécules

majoritaires isolables. Leurs conditions de fractionnement respectives sont détaillées au Tableau 13.

Tableau 13. Conditions d'élution sur HPLC préparative des échantillons JP01057B et JP01057D issus de la
fraction JP01036D

Echantillon Masse engagée % MeCN acidifié | % MeCN acidifié Temps d’élution
sur HPLC Prep. (mg) de départ d’arrivée (min)

JPO1057B 81,2 34 39 12

JPO1057D 89,4 34 37,5 12

Conditions d'élution sur HPLC préparative des échantillons JP01057B et JP01057D issus de la

fraction JP01036D

Figure 32. Chromatogrammes comparatifs des fractions JP01057H et JP010571 injectés dans les mémes
conditionsTableau 14, donnant suite a 1’isolation de quatre molécules dont les chromatogrammes et analyses MS sont
détaillées aux Annexe Il - 12. Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des
fragments correspondant aux produits JP01057B-A (milieu) et JP01057B-B (bas)
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Annexe Il - 13. Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation
négative des fragments correspondant aux produits JP01057D-A (milieu) et JP01057D-B

(bas)Annexe Il - 14 et 6.

De plus, trois fractions issues directement de la basse pression sur JP01036D contiennent chacune une molécule
pure : les fractions JP01057F, JP01057H et JP010571 (Annexe Il - 18. Chromatogramme d’HPLC (haut) et masses (m/z) en
ionisation négative des fragments (bas) correspondant au produit JP01057F

Annexe Il - 19. Chromatogramme d’HPLC (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des

fragments (bas) correspondant au produit JP01057HANNnexe 1l - 20 et 8). Aprés comparaison des

JPO1057H 26.331

26.878
JP010571

Figure 33. Chromatogrammes comparatifs des fractions JP01057H et JP010571 injectés dans les mémes conditions

temps de rétention sur HPLC et des masses sur MS, il s’est avéré que les fractions JPO1057H et
JP010571 contenaient la méme molécule (Figure 33. Chromatogrammes comparatifs des fractions

JP01057H et JP010571 injectés dans les mémes conditions

Figure 34. Chromatogramme du fractionnement par HPLC Préparative de la fraction

JP01036EFigure 35). Ces deux fractions ont donc été réunies afin d’enrichir la masse en produit final.
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Le fractionnement de la fraction JP01036D a ainsi conduit & 1’isolation de six autres saponines triterpéniques,
contenues dans les feuilles d’Aralia nudicaulis (en jaune dans I’organigramme en Annexe | - 14. Organigramme du
fractionnement de la fraction JP01036D issue de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines
triterpéniques isolées)

Annexe | - 15. Organigramme du fractionnement de la fraction JPO1036E issue de 1’extrait

Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulisAnnexe | - 16).

4. Fraction JP01036E

La fraction JP01036E a été traitée par HPLC préparative, sur une colonne de type C-18 avec un gradient en MeCN
acidifié allant de 20 a 37% pendant 30 minutes (Annexe | - 17. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036E
issue de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis

Annexe Il - 1. Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation
négative des fragments (bas) correspondant au produit JP01087D-AAnnexe | - 18). Les différentes
fractions ont été récoltées comme détaillé dans le chromatogramme de la Figure 36.

Chromatogramme du fractionnement par HPLC Préparative de la fraction JP01036E

Tableau 15. Masses des 13 saponines triterpéniques isolées a partir de I’extrait méthanolique

des feuilles d’Aralia nudicaulisFigure 37.
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Figure 36. Chromatogramme du fractionnement par HPLC Préparative de la fraction JP01036E

Comme observé préalablement sur la CCM (Figure 21. CCM du fractionnement de la fraction

JP01034D révélée au H2S0O4 dans le visible (haut) et a 365 nm (bas)

Tableau 9. Conditions d'élution sur HPLC Préparative des échantillons issus de la fraction JP01036BFigure 22),
la tache majoritaire correspond a la fraction JP01038G (Annexe Il - 24. Chromatogramme d’HPLC préparative (haut) et
masses (m/z) en ionisation négative des fragments (bas) correspondant au produit JP01038G

Annexe Il - 25. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du
témoin d'acide chlorogénique (bas)Annexe Il - 26) ainsi qu’au pic majoritaire du chromatogramme.
C’est également la seule fraction dont les quantités sont suffisamment conséquentes pour poursuivre

les étapes de caractérisation.

Au total, le fractionnement de I’extrait MeOH des feuilles d’Aralia nudicaulis a conduit & 1’isolation de 13 saponines
triterpéniques, dont les quantités obtenues sont résumées dans le tableau (Tableau 16. Masses des 13 saponines
triterpéniques isolées a partir de ’extrait méthanolique des feuilles d’Aralia nudicaulis

Tableau 17. Données RMN 'H *C des sept saponines triterpéniques connues isolées (4-

10)Tableau 18).
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Tableau 16. Masses des 13 saponines triterpéniques isolées a partir de I’extrait méthanolique des feuilles d’Aralia nudicaulis

Nom échantillon | Masse (g)
JP01038G 0,0836
JPO1057B-A 0,0273
JP01057B-B 0,0116
JP01057D-A 0,0217
JPO1057D-B 0,0257
JPO1057F 0,1582
JPO1057HI 0,0699
JP01087D-A 0,0123
JPO1087E-A 0,0172
JPO1087E-B 0,0058
JPO1087F-A 0,0393
JP01087G-A 0,0179
JPO1087H-A 0,0215
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D. CARACTERISATION DES MOLECULES ISOLEES

Afin de déterminer la structure des molécules, des analyses 1D (*H, 13C, DEPT-135, APT, TOCSY) et 2D (*H-H
COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, HMBC) ont été effectuées par RMN. Des échantillons d’environ 10 mg ont été dissous
dans différents solvants, et analysés dans celui oli chaque produit était le mieux solubilisé. Les spectres 'H et 3C des
molécules sont présentes aux Annexe I11 - 2. Spectre 'H RMN de I'nemsgiganoside B (4)

Annexe Il - 34 14.

1. Caractérisation des aglycones par RMN

Les saponines de type oléanane possédent un squelette de 30 carbones, avec une insaturation
entre les carbones 12 et 13, une fonction alcool sur le carbone 3 et un acide carboxylique sur le
carbone 28. Ces structures ont pour conséquence de marquer un fort déblindage des carbones 28, 12
et 3, qui ont pour déplacement approximatif respectif 177, 123, et 88 ppm. De plus, le proton en
position C-18 a la caractéristique de se présenter sous la forme d’un doublet dédoublé aux constantes
de couplages d’environ J= 3.5 et 13.5 Hz. Ce dédoublement et ces constantes sont souvent révélateurs
de protons en couplage vicinal avec deux autres protons portés par le méme carbone. Lorsque les
analyses le permettent, il est d’ailleurs possible d’observer ces mémes caractéristiques pour les

protons en position C-3 et C-12.

Les analyses ont permis de mettre en évidence trois sous-types d’aglycones différents :
I’acide oléanolique, I’acide échinocystique et 1’hédéragénine. Ces deux derniers sont des dérivés de
I’acide oléanolique, avec une fonction alcool supplémentaire respectivement sur le carbone en

position 16 ou 23. Les spectres *H et 3C montrent alors des déplacements chimiques spécifiques a
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4.41 ppm (6 C-16: 75.2 ppm) dans le methanol-ds pour 1’acide échinocystique, et a 4.30 et 3.74 (d,

J=10.7 Hz) ppm (6 C-23: 64.8 ppm) dans la pyridine-ds pour I’hédéragénine.

2. Informations supplémentaires sur la caractérisation de la portion sucre des

saponines par RMN

L’hemsgiganoside B (4) a été solubilisée dans le DMSO. Son spectre *H a démontré
la présence de trois protons anomériques aux déplacements chimiques 6 de 5.22 ppm (d, J=7.9 Hz,
28-0-Glc), 4.19 ppm (d, J=7.7 Hz, Glc-6'"V-Glc), et 4.12 ppm (d, J=5.3 Hz, 3-O-GlcU). Le spectre
13C a révélé un carbone a un & de 173.6 ppm qui n’est couplé a aucun proton. Ce dernier est

caractéristique du groupement acide carboxylique présent sur la position C-6 de I’acide glucuronique.

La guaiacin B (5) et I’araliasaponin I (6) et I’araliasaponin III (10) ont quant a elles été
solubilisées dans le méthanol-ds. Les spectres *H de ces trois molécules ont démontré la présence de
trois protons anomériques aux déplacements chimiques 6 de 5.23 ppm (d, J=8.1 Hz, 28-O-GlIc), 4.16
ppm (d, J=7.3 Hz, 3-O-Ara), et de (4.43-4.50) ppm (d, J=7.6 Hz, 3'-O-Glc). L’araliasaponin III (10)
posséde un glucose supplémentaire en position 3" de la chaine de sucre arabinose-glucose, avec un

déplacement chimique & de 4.45 ppm (d, J=7.8 Hz, 3"-O-Glc).

Enfin, la prosapogenin (7), I’araliasaponin X11 (8), et 1X (9) ont toutes les trois été solubilisées
dans la pyridine-ds. Leurs spectres *H ont démontré la présence de trois protons anomériques aux
déplacements chimiques & de (4.79-5.04) ppm (d, J=6.8 Hz, 3-O-Ara), 5.30 ppm (d, J=7.8 Hz, 2'-O-
Glc), et de 5.55 ppm (d, J=7.7 Hz, 3'-O-Glc). L’araliasaponin XII (8) et 1X (9) possedent un glucose
supplémentaire en position C-28 de la génine, avec un déplacement chimique & de 6.35 ppm (d, J=8.0

Hz, 28-0-Glc).



78

Certaines molécules similaires ont été isolées dans différentes fractions. Des analyses RMN *H ont été effectuées
dans le méme solvant, puis les spectres ont été superposés afin de confirmer les similitudes. Les spectres des fractions
JP01038G/JP01057H, JP01057B-A/JP01087G-A et JP01057B-B/JP01087H-A sont ainsi détaillés en Annexe Il - 31.
Comparaison des spectres 'H RMN des fractions JP01038G (rouge) et JP01057H (bleu) correspondant a la molécule du
hemsgiganoside B

Annexe Il -32a17.

Les caractéristiques RMN de 1’ensemble des molécules isolées et connues ont été comparées aux données de la
littérature (Tableau 20. Données RMN H 3C des sept saponines triterpéniques connues isolées (4-10)

Tableau 21). Afin de confirmer les structures de ces derniéres, des analyses HR-MS ont également été lancées et
les masses comparées aux données scientifiques (Annexe 1V - 2. Analyse HR-MS du produit hemsgiganoside B (4)

Annexe IV - 3a7). Les molécules connues isolées sont détaillées selon leurs caractéristiques

(Tableau 19) et leur structure au chapitre 111 a la fig.1 (4-10).

Les trois autres fractions non décrites dans cette section (JP01057D-B, JPO1057F et
JP01087F-A) correspondent aux nouvelles molécules détaillées plus haut dans ’article scientifique
(chapitre I11). Ces derniéres ont suivi le méme cheminement scientifique d’élucidation structurale, en

complément d’analyses supplémentaires (infra-rouge, pouvoir rotatoire, GC-MS).

Tableau 19. Caractéristiques des sept saponines triterpéniques connues isolées (4-10)

Masse m/z
. Nom . Formule -
N ) . Etat Nom molécule HR-MS Référence CAS
échantillon brute
[M+Na]*
JP01038G Poud H i id Ch tal. 203514-
(4) oudre emsgiganoside CagH76019 | 979.4862 (Chen et a
JPO1057H blanche B 2003) 06-1
Poudre (Shaker et al. 101021
(5) | JPO1087D-A Guaiacin B Ca7H76017 | 935.4971 1999; Dini et al.
blanche 02-7
2001)
6) | 1p01087E-A | TOUde | Araliasaponini | CaHrOws | 9514030 | (Songetal | 289649-
blanche P e ' 2000) 54-3
7 | 1pot0s7E:8 | "YU | prosapogenin | CaHrOs | 9514017 | (Chenetal | 50647-
blanche Pog Anetas ' 1997) 08-0
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(Ahmad et al.

JP01057B-B Poudre Araliasaponin ] 132284-
(8) 1P01087H-A | blanche | Cs3Hgs022 | 1097.5531 | 1990; Miyase et 03-8
al. 1996a)
Poudre . . (Song et al. 340982-
9 JPO1057D-A Aral IX | Cs3HgsO 1113.5429
(9) blanche raliasaponin 53H86023 2001) 4.3
JP01057B-A | Poudre . . (Song et al. 289649-
10 Aral Il | Cs3HgsO 1113.5492
(10) | 1501087G-A | blanche | Araiasaponin s3heelizs 2000) 66-7
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(4) (bMs0) (5) (MeOD) (6) (MeOD) () (Pyr) (8) (Pyr)
No. 6 (H) 6 (13C) | 6(H) 6 (13C) |6 (*H) 6 (13C) | 6(*H) 6 (13C) | 6 (*H) 6 (13C)
aglycon
3 3.00 (m) 88.2 3.02 (dd, J=4.0,11.5 Hz) | 90.90 | 3.03(dd,J/=4.1,11.6 Hz) | 90.92 |4.19 (m) 82.43 |3.24 (m) 89.3
12 5.16 (brs) 122.2 | 5.13 (dd) 124.42 |5.20 (dd) 124.23 |5.47 (dd) 122.87 | 5.43 (brs) 123.2
16 1.58 (m) 22.9 1.76* (br s) 2456 | 4.41 (brs) 75.22 | 2.08 (m) 2353 | * 24.1

1.94 (m) 1.92 (m)
18 2.73 (d, J=12.0 Hz) | 40.7 2.73(dd, J=3.8, 13.8 Hz) | 42.72 | 2.87(dd,J=3.7, 14.1 Hz) | 42.22 |3.30(dd, J=3.4,13.7 Hz) | 41.76 |3.20 (m) 421
23 0.95 (s) 27.6 0.92 (s) 28.54 [ 0.93(s) 28.56 | 4.33(m) 64.73 | 1.27 (s) 28.4
3.74 (d, J=10.7 Hz)
24 0.67 (s) 16.4 0.67 (s) 17.69 |0.72(s) 16.97 |1.08(s) 13.00 |1.10(s) 17.1
25 0.84 (s) 15.1 0.83 (s) 15.97 |0.83(s) 16.11 | 0.90 (s) 15.68 |0.83(s) 15.9
26 0.74 (s) 16.6 0.72 (s) 16.95 |0.66 (s) 17.75 1.00 (s) 17.08 |1.10(s) 17.8
27 1.07 (s) 25.4 1.03 (s) 2631 | 1.24(s) 2732 | 1.22(s) 25.84 |1.25(s) 26.4
28 - 176.1 - 178.98 |- 178.11 |- 180.80 | - 176.8
29 0.86 (s) 32.7 0.78 (s) 33.55 | 0.76(s) 33.41 [0.93(s) 32.99 |0.92(s) 33,5
30 0.85 (s) 23.3 0.80 (s) 23.95 [0.83(s) 25.03 1.01 (s) 23.45 |0.90(s) 24.0
3-0-Sugar | GlcU Ara Ara Ara Ara
1! 4.12(d,J=5.3 Hz) |105.7 |4.15(d,J=7.2 H2) 107.61 |4.17 (d, J=7.4 Hz) 107.59 |5.04 (d, J=6.8 Hz) 104.53 | 4.79 (br s) 105.8
2! 2.94 (m) 73.7 3.58 (d, J=6.0 Hz) 72.39 3.59 (d, J=4.3 Hz) 72.38 | 4.75(dd, J=7.0,8.7Hz) |77.55 |4.78 (brs) 77.8
3! 3.10 (m) 72.4 3.51 (m) 84.20 |3.51(m) 84.21 [4.18(m) 83.46 |4.36(m) 83.6
4 3.02 (m) 70.1 3.90 (s) 69.81 |3.90 (brs) 69.80 | 4.44 (brs) 68.62 |4.53 (m) 69.1
5! 3.21 (m) 76.7 3.42 (d, J=12.2 H2) 66.91 |3.43(d,J=12.5 Hz) 66.92 |3.54(d,J=11.0 Hz) 65.76 |3.69 (d,J=12.2 |66.3
3.72 (m) 3.73 (m) 4.15 (m) Hz)
4.20 (m)
6' - 173.6
2'-0-Glc - - -
1v 5.30 (d, J=7.8 Hz) 105.12 | 5.34 (d, J=7.6 Hz) |105.3
2v 4.02 (brs) 75.29 |4.03 (m) 75.6
3V 4.26 (brs) 78.36 | 4.26 (m) 78.7
4V 4.24 (brs) 71.53 | 4.25(m) 71.8
5V 3.97 (m) 78.76 |3.97 (brs) 78.9
6 4.51* (dd, J=2.2,11.8 62.48 |4.38(m) 62.8
Hz) 4.52 (brs)
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(4) (DMSO) (5) (MeOD) (6) (MeOD) (7) (Pyr) (8) (Pyr)
No. 5 (*H) 5(13C) | 6(H) 5(13C) | 6(H) 5(13C) | 5(H) 5(13C) |6 (tH) 5 (13C)
3-0-Gle |-
10 4.43(d,J=7.6Hz) |105.88 |4.43(d,J=7.6Hz) |105.86 |5.56(d,J=7.9Hz) |104.54 |5.54(d,J=7.6Hz) |104.7
20 3.16 (m) 75.64 3.17 (m) 75.62 4.11 (m) 76.11 | 4.09 (m) 76.5
31 3.16 (m) 78.24 3.18 (m) 78.20 4.25 (brs) 78.60 | 4.23 (m) 79.0
4 3.22 (m) 71.39 3.23 (m) 71.37 4.22 (brs) 7199 |4.23(m) 72.7
5 3.25 (m) 77.99 3.26 (m) 77.95 3.68 (m) 77.56  |3.73 (brs) 77.8
6! 3.55* (m) 62.64 3.57* (m) 62.63 4.37* (m) 62.89 |4.32(m) 63.5

4.38 (m)
31-0-Glc |- - - - -
1III
2I|I
3I|I
4III
5III
6III
28-0-Glc -
v 5.22 (d, J=7.9 Hz) 94.4 5.25(d,J=8.1Hz) |96.15 5.23(d,J=8.0Hz) |96.13 6.36 (d,/=8.0Hz) |96.1
P 3.10 (m) 76.9 3.19 (m) 74.23 3.18 (m) 74.29 4.24 (brs) 74.5
3wV 3.23 (m) 74.1 3.22 (m) 79.03 3.22 (m) 79.03 4.32 (m) 79.3
4V 3.20 (m) 69.4 3.22 (m) 71.48 3.23 (m) 71.46 4.41 (m) 71.4
5V 3.35 (m) 76.9 3.22 (m) 78.64 3.22 (m) 78.63 4.07 (m) 79.7
6V 3.59 (m) 67.9 3.69* (m) 62.64 3.70* (m) 62.63 4.45 (m) 62.5
3.92 (d, J=10.6 Hz) 4.50 (m)

6V-0-Glc - - - -
1V 4.19 (d, J=7.7 Hz) 103.4
AL 2.94 (m) 73.7
3vi 3.10 (m) 76.9
"\ 3.10 (m) 72.4
5vi 3.03 (m) 77.1
6V 3.43 (m) 61.1

3.63 (m)
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(9) (Pyr) (10) (MeOD)
No. 6 (*H) 6 (13C) | &6(H) 6 (13C)
aglycon
3 4.18 (m) 82.66 3.03 (dd, J=4.0,11.7 Hz) |90.1
12 5.42 (brs) 123.24 |5.19 (brs) 124.2
16 * 23.70 4.41 (brs) 75.2
18 3.18 (dd, J=3.0, 13.2 Hz) |42.04 2.87 (dd, J=3.4,14.1Hz) |42.2
23 4.30* (m) 64.98 0.93 (s) 28.6
24 1.07 (s) 13.69 0.72 (s) 17.0
25 0.91 (s) 16.46 0.83 (s) 16.1
26 1.11 (s) 17.85 0.66 (s) 17.7
27 1.17 (s) 26.38 1.25(s) 27.3
28 - 176.78 |- 178.1
29 0.88 (s) 33.43 0.76 (s) 334
30 0.87 (s) 23.98 0.83 (s) 25.0
3-O-Sugar | Ara Ara
1! 5.04 (d, J=6.7 Hz) 104.64 |4.16 (d, J=7.3 Hz) 107.6
2! 4.73 (t, J=7.6 Hz) 77.77 3.58 (m) 724
3! 4.19 (m) 83.76 3.54 (m) 84.2
4 4.45 (brs) 68.97 3.90 (brs) 69.9
5! 4.15* (m) 66.14 3.43 (m) 67.0
3.73 (m)
6I
2'-0-Glc -
1v 5.28 (d, J=7.8 Hz) 105.24
2V 4.02 (m) 75.59
3v 4.26 (m) 78.61
4v 4.24 (m) 71.80
5V 3.97 (m) 78.86
6Y 4.37 (m) 62.80
4.51 (m)

(9) (Pyr) (10) (MeOD)
No. 6 (1H) 6 (13C) 6 (*H) 6 (13C)
3-0-Glc
1! 5.55(d, J=7.7Hz) | 104.64 | 4.50(d, J=7.7 Hz) 105.5
21 4.10 (m) 76.40 3.38 (m) 75.1
3! 4.22 (m) 79.04 3.45 (m) 87.7
4 4.22 (m) 72.32 3.34 (m) 70.0
5 3.68 (m) 77.93 3.20 (m) 77.9
6! 4.32 (m) 63.28 3.58 (m) 62.6
4.38 (m) 3.69 (d, J=12.6 Hz)
3-0-Glc |-
m 4.45 (d, J=7.8 Hz) 105.7
L 3.15 (m) 75.9
3 3.18 (brs) 78.5
4 3.14 (m) 71.8
5l 3.27 (m) 78.1
6l 3.50 (m) 62.9
3.76 (m)
28-0-Glc
v 6.35 (d, J=8.1Hz) |96.07 5.23 (d, J=8.1 Hz) 96.1
2V 4.22 (m) 74.47 3.16 (m) 743
3V 4.31 (m) 79.22 3.21(m) 79.0
4V 4.39 (m) 71.39 3.21 (m) 71.4
5V 4.06 (m) 79.67 3.24 (m) 78.6
6V 4.44 (m) 62.49 3.58 (m) 62.5
4.48 (m) 3.72 (dd, J=1.9, 12.0 Hz)

* pic(s) non visibles sur les spectres RMN
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E. IDENTIFICATION DES POLYPHENOLS

Une partie des travaux de ce mémoire a parallélement été consacrée a I’identification des polyphénols contenus
dans les extraits de feuilles d’Aralia nudicaulis. Une des fractions les plus enrichies est la fraction JP01031B, étudiée au
chapitre V, section B.1. Une analyse de I’échantillon par HPLC-MS et DAD a été effectuée afin d’évaluer les proportions
de chaque polyphénol. Cette derniere a été réalisée avec un gradient de 10 & 50 % en méthanol acidifié dans de ’eau
acidifiée, sur une durée de 45 minutes. L’élution s’est effectuée sur une colonne de type C-18, la détection du DAD a 280
nm, et la spectrométrie de masse en mode d’ionisation positive. Les masses de chacun des pics a été comparée avec la
littérature, puis les témoins disponibles au laboratoire ont été injectés dans les mémes conditions (Annexe Il - 27.
Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin d'acide chlorogénique (bas)

Annexe |l - 28 a 15). Les temps de rétentions et les masses similaires ont permis de confirmer la structure de six
polyphénols présents dans la fraction JP01031B (Figure 39. Chromatogramme de la fraction JP01031B et des 6 polyphénols
identifiés

Tableau 22. Caractéristiques des 6 polyphénols présents dans la fraction JP01031BFigure 40 et Tableau 23.
Caractéristiques des 6 polyphénols présents dans la fraction JP01031B

Figure 41. Chromatogrammes des fractions JPO1031A (gauche) et JP01034B (droite)

superposés a I’acide chlorogénique (rouge)Tableau 24).
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Figure 39. Chromatogramme de la fraction JP01031B et des 6 polyphénols identifiés

Tableau 22. Caractéristiques des 6 polyphénols présents dans la fraction JP01031BFigure 40.
Chromatogramme de la fraction JP01031B et des 6 polyphénols identifiés
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Tableau 23. Caractéristiques des 6 polyphénols présents dans la fraction JP01031B

} . Rapport m/z
No. Molécule Tr (min) (MS positive mode) Structure
. . 355 (100), 163, 195,
A Acide chlorogénique 18.289 356, 377
. . 195 (100), 179, 163,
B Acide caféique 20.341 181, 196, 180, 135
. 303 (100), 465, 487,
C Hyperoside 38.877 466, 304, 503
. 303 (100), 465, 304,
D Isoquercitrine 39.403 466, 488
. 303 (100), 465, 611,
E Rutine 39.652 304, 466, 612, 633
F Kaempferol-3.-glucose 44164 287 (100), 449, 471,
(Astragaline) 450, 288, 487

A la suite des manipulations, deux autres fractions se sont révélées intéressantes en raison de la présence d’un
polyphénol majoritaire : les fractions JP01031A et JP01034B. Aprés analyses par HPLC-MS et selon la méme méthode que
pour la fraction JP01031B, les chromatogrammes ont pu étre superposés a 1’acide chlorogénique (Figure 42.
Chromatogrammes des fractions JP01031A (gauche) et JP01034B (droite) superposés a I’acide chlorogénique (rouge)

Tableau 25. Test antioxydant cellulaire sur les fractions enrichies en polyphénolsFigure 43). De plus, les trois
fractions se sont révélées avoir des activités antioxydante intéressantes, puisque leurs ICso sont relativement proches de
celle de la quercétine (Tableau 26. Test antioxydant cellulaire sur les fractions enrichies en polyphénols
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Tableau 27. Activité anti-inflammatoire des molécules isoléesTableau 28). Il est a noter que

d’autres composés polyphénoliques sont présents dans différentes fractions, mais que leur identité

n’a pu étre précisée dans le cadre de cette maitrise par manque de temps.

DI ' W

Figure 42. Chromatogrammes des fractions JP01031A (gauche) et JP01034B (droite) superposés a 1’acide

chlorogénique (rouge)

Tableau 26. Test antioxydant cellulaire sur les fractions enrichies en polyphénols

Antioxydant cellulaire
Echantillons ICso (ng/mL)
DCFH-DA sur WS-1

JP01031B 0,31+0,02

JPO1031A 3,8+0,5

JP01034B 0,8+0,2

Quercétine 0,17 £0,02

Trolox 0,041 + 0,004

Catéchine 0,09 +£0,01
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F. RESULTATS DE L’ACTIVITE BIOLOGIQUE DES

COMPOSES

Les tests biologiques ont uniquement été effectués sur les fractions dont les quantités
disponibles étaient suffisantes. Les valeurs manquantes correspondent aux échantillons qui n’ont pas

pu étre testés par manque de masse.

1. Propriétés anti-inflammatoires

Tableau 29. Activité anti-inflammatoire des molécules isolées

Echantillon Molécule 1Cso (LM) % inhibition @ (uM) .L?rig:::
JPO1057B-A (10) 48 £11 62% @ 73 UM 147 uM
JP01057B-B (8) - - -
JPO1057D-A (9) - - -
JP01057D-B (2) 102 +8 59% @ 129 uM NA
JPO1057F (3) >130 10% @ 130 pM NA
JPO1057H (4) >160 30% @ 160 uM NA
JPO1087D-A (5) - - -
JPO1087E-A (6) 736 56% @ 86 uM 172 uM
JPO1087E-B (7) - - -
JPO1087F-A (2) 7511 62% @ 149 uM NA
L-NAME (250 pM) - - 70 £ 7% -
L-NAME (1 mM) - - 86 + 4% -

Les tests anti-inflammatoires ont révélé quelques activités modérées. Une partie des
molécules n’ont pu étre testées par manque de masse des produits. Les plus faibles ICso sont celles
présentées par les molécules 1 et 2, comme exposé dans [’article scientifique au chapitre I1I. Deux
autres molécules possedent des valeurs d’ICs faibles, les molécules 6 et 10. Cependant elles

possedent également un seuil de toxicité a respectivement 172 et 147 uM.
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2. Propriétes antioxydantes

Tableau 32. Activité antioxydante de la molécule (3) : nudicauloside C

P Test cellulaire ORAC
Echantill Molécul
chantiflon olecule I1Cso (LM) (umol Trolox/mg)
JPO1057F (3) 74 +£18 0,35+0,09
Quercétine - 0,268 £ 0,017 23,69+ 3,03

Les faibles quantités disponibles n’ont malheureusement permis de tester que 1’échantillon
JP01057F, contenant la nouvelle molécule nudicauloside C (3). En comparaison aux valeurs obtenues

avec la quercétine, I’échantillon présente une faible activité antioxydante.

3. Propriétés cytotoxiques

[ I [ e 4 -
Tableau 35. Activité anticytotoxique des molécules isolées

Echantillon Molécule Résazurine Hoechst

A549D | DLD-1 Ws-1 A549D | DLD-1 Ws-1
JP01057B-A (10) >200 >200 >200 >200 >200 >200
JP01057B-B (8) >200 1517 110+7 | >200 139+12 |134+8
JP01057D-A (9) >200 >200 >200 >200 >200 >200
JP01057D-B (2) >200 >200 >200 >200 >200 >200
JPO1057F (3) >200 >200 >200 >200 >200 >200
JP01057H (4) >200 >200 >200 >200 >200 >200
JP01087D-A (5) >200 >200 >200 >200 >200 >200
JPO1087E-A (6) >200 >200 >200 >200 >200 >200
JP01087E-B (7) >200 >200 >200 >200 183+16 | >200
JP0O1087F-A (1) >200 >200 >200 >200 >200 >200
Etoposide - 13+2 |6,2+0,8 | 6+2 71+1[51+0,7 |10+2
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Les tests cytotoxiques ne montrent pas de résultat significatif avec des ICso supérieures a 200
uM sur I’ensemble des échantillons. En utilisant 1’étoposide comme référence, aucune molécule

isolée dans ce projet ne présente d’activité anti-cancéreuse.

4. Propriétés antifongiques

Tableau 38. Activité antifongique des molécules isolées

. C. albicans
Echantillon Molécule
ICs0 (LM) CMlgo (LM)
JPO1057F (3) >200 >200
JP01057H (4) >200 >200
JP01087F-A (1) >200 >200
Amphotericine B - 1,15+ 0,05 1,44

Les tests antifongiques ne montrent pas de résultats significatifs avec des 1Cso supérieures a
200 puM. La comparaison des valeurs d’ICso entre les échantillons et la référence montre que les

molécules testées ne présentent aucune activité antifongique.



CHAPITRE VI

CONCLUSION
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L’objectif principal du projet consistait a analyser la composition en saponines triterpéniques
et polyphénols des feuilles d’Aralia nudicaulis, et d’en évaluer sommairement les activités
antioxydante, anti-inflammatoire, cytotoxique et antifongique. Le fractionnement de I’extrait
méthanolique a permis d’isoler dix saponines triterpéniques, connues ou inconnues. Parmi les sept
connues, les araliasaponin I, III, IX et XII, ’hemsgiganoside B, la guaiacin B et la prosapogenin ont
été identifiées. Les trois autres saponines ont été caractérisées comme de nouvelles molécules encore
jamais rapportées dans la littérature. Elles ont respectivement été nommées nudicauloside A, B et C,

et I’¢lucidation de leurs structures est détaillée dans 1’article scientifique (chapitre I1).

En paralléle, le fractionnement de 1’extrait méthanolique des feuilles d’Aralia nudicaulis a
également permis d’identifier six polyphénols, dont deux acides phénoliques : I’acide chlorogénique
et I’acide caf€ique ; et quatre flavonoides : la rutine, I’hyperoside, I’isoquercitrine et 1’astragaline.
L’objectif d’évaluer sommairement la composition en saponines et en polyphénols a donc été atteint.
Cependant, plusieurs composés analysés par HPLC-MS dans les fractions enrichies en polyphénols
restent encore inconnus. La caractérisation approfondie de ces molécules pourrait donc étre une

perspective de future recherche.

Les mesures d’activité biologique qui ont pu étre effectués sur différentes saponines
triterpéniques n’ont pas montré de résultats particulierement intéressants. Seules deux saponines
possédent une activité anti-inflammatoire modérée (molécules 1 et 2), ainsi qu’une troisiéme ayant
une faible activité antioxydante (3). En revanche, les fractions les plus enrichies en polyphénols ont
montrés d’intéressantes activités antioxydante sur les cellules saines. Bien que les résultats aux tests
biologiques n’aient été que peu concluants sur les principales molécules d’intéréts, 1’objectif
d’évaluation des activités a ¢été atteint. La détermination du potentiel pharmacologique et
cosmétologique des fractions enrichies en polyphénols pourrait également étre une perspective de

recherche & approfondir.
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Enfin, ce projet a globalement permis d’améliorer les connaissances phytochimiques de
I’Aralia nudicaulis en s’attardant sur les métabolites secondaires contenues dans ses feuilles.
Cependant certaines fractions ont volontairement été écartées des travaux afin de limiter le sujet aux
molécules polaires dominantes. Ainsi, il reste passablement des composés a identifier dans 1’extrait
méthanolique. En somme, cette étude ne présente qu’une partie infime de la composition
phytochimique des feuilles d’Aralia nudicaulis, ce qui laisse place a d’autres perspectives de

recherches.
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Feuilles Aralia nudicaulis
extrait lig/liq
AcOEt
(m=4,5g / r=9,93%)
[
DIAION
JP01025A
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|
| | | | | | | |
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H20 H20/MeOH H20/MeOH H20/MeOH H20/MeOH H20/MeOH MeOH AcOEL
100% (80:20) (55:45)-(50:50) (40:60) (35:65) (20:80) 100% 100%
(m=2,10429) (m=0,097g) (m=0,35159) (m=0,15429) (m=0,16029) (m=0,1409g) (m=0,22829) (m=0,1406g)
(r=64,61%) (r=2,98%) (r=10,79%) (r=4,74%) (r=4,92%) (r=4,33%) (r=7,01%) (r=4,32%)
| |
DIAION L
(m=0,6445 g)
al 1 : 1 1
JP01030A | [JP01030B | [JP01030C| [JP01030D
H20/MeOH H20/MeOH MeOH AcOEL
(80:20) (45:55) 100% 100%

(m=0,0482g) (m=0,43799) (m=0,11559) (m=0,1111g)
(r=7,48%) (r=67.94%) (r=17,92%) (=17,24%)

] =

|
1
L 4

L
JP01031A JP01031B JP01031C
(m=2,1524q) (m=0,4379g) (m=0,48469)
acide flavonoides, saponines
chlorogénique acides phénols triterpéniques
|
Basse Pression
CHCI3/MeOH (5:1)
(m=0,3836 g)
JP01032A | | JPO1032B
CHCI3/MeOH MeOH
(83:17) 100%
(m=0,0,25399) (m=0,1664g)
(r=66,19%) (r=43,38%)

Annexe | - 2. Organigramme du fractionnement de ’extrait AcOEt des feuilles d’Aralia nudicaulis

Annexe | - 3. Organigramme du fractionnement de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis Annexe | - 4.
Organigramme du fractionnement de 1’extrait AcOEt des feuilles d’Aralia nudicaulis
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(m=9,22g / r=20,35%)

DIAION
JP01025B
(m=8,4889 g)
| | I |
JP01034A | [Jpo1034B| [JP0103ac]| [JP01034D]| [JP0O1034E
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100% (45:55) (45:55) (45:55)-(0:100) 100%
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Annexe | - 5. Organigramme du fractionnement de 1’extrait Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis

Annexe | - 6. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036B issue de I’extrait Butanol des feuilles
d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines triterpéniques isolées)Annexe | - 7. Organigramme du fractionnement de 1’extrait
Butanol des feuilles d’Aralia nudicaulis
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Annexe | - 8. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036B issue de I’extrait Butanol des feuilles

d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines triterpéniques isolées)

Annexe | - 9. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036C issue de I’extrait Butanol des feuilles
d’Aralia nudicaulisAnnexe | - 10. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036B issue de I’extrait Butanol des
feuilles d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines triterpéniques isolées)
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JP01036C
CHCIZMeOHH20
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Basse Pression C-18
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I I
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MeOH MeOH MeOH
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Annexe | - 11. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036C issue de I’extrait Butanol des feuilles d’Aralia

nudicaulis
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Annexe | - 14. Organigramme du fractionnement de la fraction JP01036D issue de 1’extrait Butanol des feuilles

d’Aralia nudicaulis (en jaune les saponines triterpéniques isolées)
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Annexe | - 17. Organigramme du fractionnement de la fraction JPO1036E issue de I’extrait Butanol des feuilles

d’Aralia nudicaulis
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Annexe Il - 2. Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des fragments
(bas) correspondant au produit JP01087D-A
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Annexe Il - 6. Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des fragments
(bas) correspondant au produit JP01087G-A
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Annexe Il - 9. Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des fragments
(bas) correspondant au produit JP01087H-A
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Annexe Il - 12. Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (1m/z) en ionisation négative des fragments
correspondant aux produits JP01057B-A (milieu) et JP01057B-B (bas)
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Annexe 1 - 15. Chromatogramme d’HPLC Préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des fragments
correspondant aux produits JP01057D-A (milieu) et JP01057D-B (bas)
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Annexe Il - 18. Chromatogramme d’HPLC (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des fragments (bas)
correspondant au produit JP01057F
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Annexe Il - 21. Chromatogramme d’HPLC (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des fragments (bas)
correspondant au produit JP01057H
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Annexe I - 24. Chromatogramme d’HPLC préparative (haut) et masses (m/z) en ionisation négative des fragments
(bas) correspondant au produit JP01038G



Acide chlorogénigue

Annexe Il - 27. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin d'acide
chlorogénique (bas)

Annexe Il - 28. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin d'acide
chlorogénique (bas)

Acide caféique

Annexe Il - 29. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin d'acide
caféique (bas)

Annexe Il - 30. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin d'acide
caféique (bas)
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Hyperoside

W

Annexe |1 - 31. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin d'hyperoside
(bas)

Annexe Il - 32. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin d'hyperoside
(bas)

T R s e e o TRAITHNE T

Isoquercitrine

I 5

Rl

Annexe Il - 33. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin
d'isoquercitrine (bas)

Annexe Il - 34. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin
d'isoquercitrine (bas)
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Rutine

Annexe Il - 35. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin de rutine
(bas)

Annexe Il - 36. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin de
kaempferol-3-glucose (bas)Annexe Il - 37. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du
témoin de rutine (bas)
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Kaempferol-3-glc

| | S /[L

Annexe Il - 38. Comparaison des chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin de
kaempferol-3-glucose (bas)

Annexe 11l - 1. Spectre 'H RMN de I'hemsgiganoside B (4)Annexe Il - 39. Comparaison des
chromatogrammes de la fraction JP01031B (haut) et du témoin de kaempferol-3-glucose (bas)
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Annexe Il - 2. Spectre *H RMN de I'nemsgiganoside B (4)

Annexe 111 - 3. Spectre *H RMN de I'hemsgiganoside B (4)
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Annexe 11 - 6. Spectre *H RMN de l'araliasaponin 111 (10)
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Annexe |11 - 8. Spectre 3C RMN de I'araliasaponin 111 (10)

Annexe 111 - 9. Spectre 3C RMN de I'araliasaponin 111 (10)
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Annexe 11 - 10. Spectre *H RMN de l'araliasaponin XI1 (8)

Annexe 11 - 11. Spectre *H RMN de l'araliasaponin XII (8)
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Annexe 11 - 12. Spectre 13C RMN de l'araliasaponin XII (8)

Annexe 111 - 13. Spectre 13C RMN de l'araliasaponin XII (8)
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Annexe 11 - 14. Spectre *H RMN de I'araliasaponin 1X (9)

Annexe 11 - 15. Spectre *H RMN de l'araliasaponin 1X (9)
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Annexe 111 - 17. Spectre 13C RMN de l'araliasaponin 1X (9)
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Annexe 11 - 18. Spectre *H RMN de la guaiacin B (5)

Annexe 11 - 19. Spectre *H RMN de la guaiacin B (5)



132

£0+3T-+
£0+3T-H
90+36-+
90+38-4
90+3£-+
90+39-+
90+3S-+
90+3b-+
90+3€-+
mo+m~.h

90+3T-+

wo+mﬁ“
90+3¢
90+3€+
90+3b
90+35+
90+39+
90+3/4
90+38
oo+mmh
mo+mﬂh
mo+mﬁm

£0+3TH

0t

0¢

0€

[0l4

0S

09

174

08

06

(wdd) 14
00T

L |

01T

1

0ct

|

0€T

ovT

0ST

|

091

1

0LT 08T

(5) g upeieny

1dv
(aosw) v-a/80T10dC

Annexe 11 - 20. Spectre 3C RMN de la guaiacin B (5)

Annexe 111 - 21. Spectre 13C RMN de la guaiacin B (5)
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Annexe 111 - 22. Spectre *H RMN de 1’araliasaponin I (6)

Annexe 11 - 23. Spectre *H RMN de Iaraliasaponin I (6)
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Annexe I11 - 24. Spectre **C RMN de I’araliasaponin I (6)

Annexe 111 - 25. Spectre 13C RMN de 1’araliasaponin I (6)
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Annexe 11 - 27. Spectre *H RMN de la prosapogenin (7)
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Annexe 11 - 28. Spectre 3C RMN de la prosapogenin (7)

Annexe 111 - 29. Spectre **C RMN de la prosapogenin (7)
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Annexe Il - 31. Comparaison des spectres 'H RMN des fractions JP01038G (rouge) et JP01057H (bleu)
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Annexe Il - 32. Comparaison des spectres 'H RMN des fractions JP01038G (rouge) et JP01057H (bleu)
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Annexe 111 - 33. Comparaison des spectres *H RMN des fractions JP01057B-A (rouge) et JP01087G-A (bleu)
correspondant a la molécule de 1’araliasaponin III

Annexe 1l - 34. Comparaison des spectres 'H RMN des fractions JP01057B-B (rouge) et JP01087H-A (bleu)
correspondant a la molécule de I’araliasaponin XITAnnexe IIT - 35. Comparaison des spectres 'H RMN des fractions
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Annexe Il - 36. Comparaison des spectres 'H RMN des fractions JP01057B-B (rouge) et JP01087H-A (bleu)
correspondant a la molécule de I’araliasaponin XII

Annexe 1V - 1. Analyse HR-MS du produit hemsgiganoside B (4)Annexe I1I - 37. Comparaison des spectres ‘H
RMN des fractions JP01057B-B (rouge) et JP01087H-A (bleu) correspondant & la molécule de ’araliasaponin XII
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Annexe IV - 2. Analyse HR-MS du produit hemsgiganoside B (4)

Annexe 1V - 3. Analyse HR-MS du produit hemsgiganoside B (4)

MS zoomed spectrum
x10 4 +ESI Scan (rt: 0.101-0.118 min, 2 scans) Frag=120.0V JP01057B-A_b.d

1.8
1.6 1113.5492
1.4+
1.2

14
0.84
0.6+
0.4
0.2
0- o L oo ! T

1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

lon Formula Expe. m/z Calc. m/z Diff (mDa)
[M+Na]+ C53 H86 023 1113.5492 1113.5452 -3.99

Annexe IV - 4. Analyse HR-MS du produit araliasaponin I11 (10)

Annexe IV - 5. Analyse HR-MS du produit araliasaponin I11 (10)
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MS zoomed spectrum
x10 3 +ESI Scan (rt: 0.066-0.132 min, 5 scans) Frag=120.0V JP01057B-B.d
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1075 1080 1085 1090 1095 1100 1105 1110 1115 1120 1125 1130
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
lon Formula Expe. m/z Calc. m/z Diff (mDa)
[M-+Na]+ (53 H86 022 1097.5531 1097.5503 -2.8
Annexe IV - 6. Analyse HR-MS du produit araliasaponin XII (8)
Annexe IV - 7. Analyse HR-MS du produit araliasaponin XII (8)
MS zoomed spectrum
x10 4 +ESI Scan (rt: 1.630 min) Frag=120.0V JPO1057D-A_inf.d
4 3
8
3.5- =
(]
34
2.5 §
24 § p ~4 :’ 0
n NP b4 -
154 2 o < T3
" =9 8 b
1- g Té = =
=] =] b
0.5
(1|1, RO e AP A
1085 1090 1095 1100 1105 1110 1115 1120
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
lon Formula Expe. m/z Calc. m/z Diff (mDa)
[M+H]+ C53 H86 023 1091.5609 1091.5633 2.37
[M+Na]+ C53 H86 023 1116.5429 1113.5452 2.31

Annexe IV - 8. Analyse HR-MS du produit araliasaponin IX (9)

Annexe IV - 9. Analyse HR-MS du produit araliasaponin IX (9)
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MS spectrum
x104 +ESI Scan (rt: 0.138 min) Frag=150.0V JP01087D-A.d
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960 97 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

930 940 9

o
o

Possible compositions for m/z 935.4971

lon Formula m'z (Calc) Diff (ppm) Diff (mDa) DBE
| C56 H71 012 935.494 -3.31 -31 2
> C47H76 Na 017 935.4975 04 037 10
| C49 H75017 935.4999 297 278 13
C65 HBB Na 04 935.501 415 388 32

Annexe 1V - 10. Analyse HR-MS du produit guaiacin B (5)

Annexe IV - 11. Analyse HR-MS du produit guaiacin B (5)

MS spectrum
x10 4 +ESI Scan (rt: 0.114 min) Frag=120.0V JP0O1087E-A_b.d
3

25

455.3500

2

951.4939

15

1

482.2863

0.5

0 At{ s | || .JML

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

ible species for m/z 951.4963

lon Formula miz (Calc) Diff (ppm) Diff (mDa) DBE
| C47 H76 Na 018 951.4924 | -1.63| -151| 10|
| AR HRR N= NR| aR1 4aRa ] 21R] 21 E7)

Annexe IV - 12. Analyse HR-MS du produit araliasaponin | (6)

Annexe IV - 13. Analyse HR-MS du produit araliasaponin | (6)



145



MS spectrum
x104 +ESI Scan (rt: 0.162-0.178 min, 2 scans) Frag=150.0V JP0O1087E-B_c.d
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

437.3398

951.4917

Possible compositions for m/z 951.4917

lon Formula m'z (Calc) Diff (ppm) Diff (mDa) DBE
C56 H71 013 951.4889 -293 -2.78 22
C72 H64 Na 951.49 -1.76 -1.68 41
» C47 H76 Na 018 951.4924 0.72 0.69 10
C74 HE3 951.4924 077 073 44
C49 H75018 951.4948 325 3.09 13
€65 HB8 Na 05 951.4959 441 42

Annexe IV - 14. Analyse HR-MS du produit prosapogenin (7)

Annexe IV - 15. Analyse HR-MS du produit prosapogenin (7)
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ANNEXES V
TESTS BIOLOGIQUES

DES EXTRAITS BRUTS



Anti-inflammatoire
Echantillons 1C50
F.A.nud. DCM 20+3
F.A.nud. MeOH > 160
F.A.n. MeOH/H20 > 160
F.A.hisp. MeOH > 160
F.A.h. MeOH/H20 > 160
R.A.nud. DCM (pas de valeur)
R.A.nud. MeOH 31+11
R.A.n. MeOH/H20 > 160
R.A.hisp. DCM 34+07
R.A.hisp. MeOH > 160
R.A.h. MeOH/H20 > 160
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Annexe V - 1. Tests anti-inflammatoires sur les feuilles (F.) et racines (R.) d'Aralia nudicaulis (A.n.) et hispida (A.h.)

Annexe V - 2. Tests antifongiques sur les feuilles (F.) et racines (R.) d'Aralia nudicaulis (A.n.) et hispida (A.h.)Annexe V
- 3. Tests anti-inflammatoires sur les feuilles (F.) et racines (R.) d'Aralia nudicaulis (A.n.) et hispida (A.h.)

Peme vyt Wbl - VALY el o - VAR
F.A.hisp. MeOH >200 pg/ml >200 pg/ml
F.A.h. MeOH/H20 >200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.nud. DCM >200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.nud. MeOH >200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.n. MeOH/H20 >200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.hisp. DCM >200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.hisp. MeOH >200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.h. MeOH/H20 >200 pg/ml >200 pg/ml
\AmphotericinB 0,21+ 0,03 uM 0,36 uM

[Test Antioxydant Cellulaire sur WS-1 DCFH-DA

Echantillons IC50 antiox

UP01005A (feuilles d'A. nudicaulis CH2ClI2)

3 + 2 ug/ml(81%) R2:0,8544

UPO1006A (feuilles d'A. nudicaulis MeOH)

6 + 2 ug/ml (36%) R2:0,9302

UPO1007A (feuilles d'A.

nudicaulis MeOH/H20 (70:30))

0,07 + 0,03 pg/ml (43%) R2:0,7967

UP01007B (feuilles d'A. hispida MEOH)

3,0 + 0,6 pg/ml (19%) R2:0,8522

IP01008B (feuilles d'A. hispida MEQH/H20 (70:30))

10 + 2 pg/ml (15%) R2:0,8747

UPO1008A (racines d'A. nudicaulis CH2CI2)

2,7 + 0,4 pg/ml (15%) R2:0,972

JP01008C (racines d'A. nudicaulis MEQOH)

0,38+ 0,09 pg/ml (25%) R2:0,8568

Annexe V - 4. Tests antifongiques sur les feuilles (F.)

PruluuIA (ldullies U A HHsPIUd WnZulL )

et racines (R.) d'Aralia nudicaulis (A.n.) eth

O T £ JB/IILU70) NEM,001T

ispida (A.h.)

UP01009B (racines d'A. hispida MEOH)

8,7 + 0,8 pg/ml (10%) R2:0,7985

UPO1010A (racines d'A. hispida MEOH/H20 (70:30))

4,2 + 0,7 pg/ml (18%) R2:0,8544

Trolox

0,22 0,03 pg/ml (12%) R2:0,9865

Quercetin

0,047 £0,009 pg/ml (19%) R2:0,9428

Catechin

0,31+ 0,04 pg/ml (13%) R2:0,9834
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Annexe V - 6. Tests antioxydant cellulaire sur les feuilles et racines d'Aralia nudicaulis et hispida



ORAC 384 puits

Produits

MW

(mM)

JPO1005A (feuilles d'A. nud. CH2CI2)
JPO1005A (feuilles d'A. nud. CH2CI2)
JP01006A (feuilles d'A. nud. MeOH)

JPO1007A (f. d'A. nud. MeOH/H20 (70:30))

JP01007B (feuilles d'A. hisp. MEOH)

JPO1008B (f. d'A. hisp. MEOH/H20 (70:30))

JPO1008A (racines d'A. nud. CH2CI2)
JP01008C (racines d'A. nud. MEOH)

JP01009C (r. d'A. nud. MEOH/H20 (70:30))

JPO1009A (racines d'A. hisp. CH2CI2)
JPO10098B (racines d'A. hisp. MEQOH)

JPO1010A (r. d'A. hisp. MEOH/H20 (70:30))

Trolox
Quercetin
Catechin
Quercetin
Quercetin
Trolox
Quercetin
Catechin

250,29
338,26
290,27
338,26
338,26
250,29
338,26
290,27

19,97683
14,78153
17,22534
14,78153
3,695382
4,994207
3,695382
4,306335

(mg/ml)

16
16
16

16
16
16

16
16

16

16
16

16

(Vo R R, |

5
1,25
1,25
1,25
1,25

umol Trolox / ml

5,80
3,44
13,42

24,41
50,74
89,05

541
19,32

24,50

4,33
40,15

42,40

19,19
106,31
116,92
102,97

25,16

6,89

25,22

28,61

*0,95
+0,59
11,64

13,08
15,84
19,53
0,87
+5,09
*3,29
0,63
15,12
15,12

12,41
+17,49
+18,91
118,26

13,01

10,76

12,86

13,97

umol Trolox / mg

0,36
0,22
0,84

1,53
3,17
5,57
0,34
1,21
1,53
0,27
2,51
2,65

3,84
21,26
23,38
20,59
20,13
5,51
20,18
22,89

Annexe V - 8. Tests antioxydant ORAC sur les feuilles et racines d'Aralia nudicaulis et hispida

*0,06
10,04
10,10

10,19
10,36
+0,60
+0,05
0,32
0,21
0,04
+0,32
10,32

10,48
13,50
13,78
13,65
12,41
10,60
12,29
13,18

umol Trolox/

umol
0,96 0,12
7,19 1,18
6,79 1,10
6,97 1,24
6,81 10,82
1,38 10,15
6,82 0,77
6,64 10,92

SE

16%
17%
12%

13%
12%
11%
16%
26%
13%
15%
13%
12%

13%
16%
16%
18%
12%
11%
11%
14%

R2

0,8301
0,7969
0,8989

0,9053
0,9312
0,9500

0,8153
0,7091

0,8933

0,8454
0,9159

0,9244

0,8943
0,8845
0,9084
0,8676
0,9142
0,9091
0,9228
0,8862

o1 O O

(0]
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cytotoxique Resazurine Resazurine Resazurine Hoechst Hoechst Hoechst
Echantillons |A-549 DLD-1 Ws-1 A-549 DLD-1 Ws-1
F.A.nud. DCM JPO1005A  [90 + 14 pg/ml [>200 pg/ml 354 pg/ml |67 £5 pg/ml 159 + 13 pg/ml 29 £ 1 pg/ml
F.A.nud. MeOH JPO1006A  [>200 pg/ml  [»>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml |>200 pg/ml >200 pg/ml
F.A.n. MeOH/H20 |JP01007A  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [»200 pg/ml  [>200 pg/ml |>200 pg/ml >200 pg/ml
F.A.hisp. MeOH  |JP01007B  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml |>200 pg/ml >200 pg/ml
F.A.h. MeOH/H20 |JP01008B  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml |>200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.nud. DCM JPO1008A (88 x4 pg/ml [20+2 pg/ml 58 3 pg/ml [53 £2 pg/ml 11,8 £ 0,5 ug/ml |41 + 6 pg/ml
R.A.nud. MeOH  |JP01008C  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml |>200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.n. MeOH/H20 |JP01009C  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml |>200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.hisp. DCM JPO1009A (121 +8 pg/ml |61 £3 pg/ml 161 x4 pg/ml (89 +4 ug/ml |49 £ 6 pg/ml 102 + 7 ug/ml
R.A.hisp. MeOH |JP01009B  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml |>200 pg/ml >200 pg/ml
R.A.h. MeOH/H20 |JP01010A  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml  [>200 pg/ml |>200 pg/ml >200 pg/ml
Etoposide 0,4+£0,2uM (1,5£0,2 uM >50 uM

Annexe V - 11. Tests cytotoxiques sur les feuilles (F.) et racines (R.) d'Aralia nudicaulis (A.n.) et hispida (A.h.)

151



ANNEXES VI

ARTICLE’S SUPPORTING INFORMATION



153

Spectroscopic data of compound 1 : Nudicauloside A
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Annexe VI - 1. *H NMR spectrum of 1 (400 MHz, CD30D)
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Annexe VI - 2. Expanded *H NMR spectrum of 1 (400 MHz, CD30D)
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Annexe VI - 3. 3C NMR spectrum of 1 (100 MHz, CD30D)
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Annexe VI - 4. DQF-COSY spectrum of 1 (400 MHz, CDsOD)
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Annexe VI - 5. Edited HSQC spectrum of 1 (400 MHz, CD30D)
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Annexe VI - 6. HMBC spectrum of 1 (400 MHz, CD30D)
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Annexe VI - 7. TOCSY spectrum of 1 (400 MHz, CD30D)
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Annexe VI - 8. NOESY spectrum of 1 (400 MHz, CD3OD)
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Annexe VI - 9. High-resolution mass spectrum of 1 (ESI, positive mode)
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Spectroscopic data of compound 2 : Nudicauloside B
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Annexe VI - 10. *H NMR spectrum of 2 (400 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 11. Expanded *H NMR spectrum of 2 (400 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 12, 13C NMR spectrum of 2 (100 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 13. DQF-COSY spectrum of 2 (400 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 14. HSQC spectrum of 2 (400 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 15. HMBC spectrum of 2 (400 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 16. TOCSY spectrum of 2 (400 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 17. NOESY spectrum of 2 (400 MHz, Pyridine-ds)
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x10 4 +ESI Scan (rt: 0.120 min) Frag=120.0V JP01057D-B.d
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Annexe VI - 18. High-resolution mass spectrum of 2 (ESI, positive mode)



Spectroscopic data of compound 3 : Nudicauloside C
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Annexe VI - 19. 'H NMR spectrum of 3 (800 MHz, Pyridine-ds)

@
1
Q
=)
60 |
s |
6|
et
6T _3
9'C
0 [ 4
8C |4
T |
.OZ o-
m N
For -Ln_
m N
Q
e
I\O'I L
IfO'I _ﬂ
7 0¢
S
m <
ze |
L
m <
I\OI L
. o
IfSI | =
ST n
EL'Z'I "
T - s
Q
)
=47 | in
L
Ce
Q
el
Ln
e
o
L~

171



Annexe VI - 20. Expanded *H NMR spectrum of 3 (800 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 21. 13C NMR spectrum of 3 (200 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 22. DQF-COSY spectrum of 3 (800 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 23. Edited HSQC spectrum of 3 (800 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 24, HMBC spectrum of 3 (800 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 25. TOCSY spectrum of 3 (800 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 26. NOESY spectrum of 3 (800 MHz, Pyridine-ds)
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Annexe VI - 27. High-resolution mass spectrum of 3 (ESI, positive mode)



