Table des matiéres

RESUME. ... ettt ettt sttt st ettt et st et b o st 2 s e ses e 4 es b ses e s e et ehe s £t sen b ee e b eneat sen et et e senenesues 1
AADSTIACT .. ettt ettt b s et et e b s ae Sea e e b ehe s e R s b Rt bbb R bt e e et eaenen et e 2
TADIES HES MATIEIES ...vuviiirirteieet e sttt sttt sttt et ebe bt st et ae sea e st bbb seb e ses et eae e b eae st b et et seaenesensane s 3
ADTEVITIONS. ...ttt st st et b b s e b eae s R bbb st R bbb en e et eae st e 7
LISTE S FIGUIES..ccuiiie ettt ettt sttt ettt ettt ste st e es b esesbeb et s ebeaeasesb ste st stesensanbesbesaesansensase st st suen 9
LISEE A TADIEAUX . ettt sttt ettt et b st bbb s e et eae s s ea st e s b en e e e b s eae e 12
INEFOTUCTION. .. ettt sttt st bbbt ae st bbb b se st ebe st sea bt ebe sesaeb et eae st senbesene sesseatesane st sbens 14

ETUDE BIBLIGRAPHIQUE

I- SPECIFICITES BOTANIQUES ET PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES DE D. SIMPLEX ET D. HARRA.............. 17
I-1- La famille des Cruciferes U BrassiCat@ae.........cooeueeveeriririeeieniiine sttt sttt sen e ser e e 17
[-2= L& ENIE DiDIOLAXIS..c..veveeeeteeeeeeeeeeecietetietest et eeetestestesteste e tesaesaes et eassasate st stesessantastesaessesersansatestestensensssentassanes 17
1-3- L’€@SPECE DiPIOLAXIS SIMPICX....c.eveeeereireereeeeeisteetieteetset et e saestesteetesvessaessessesbensessessesbesbeersasssesassaessessensennnnn s 18

[-3-1- ClaSSITICATION.ccceueeceeee ettt ettt et s e b et eae st e b bt s et eb bt b e st e bebe s 18
[-3-2- DESCriPtiON DOTANIGUE.......cvietietieeeee ettt ettt st e teste st et e e s eb e b e et e s eseste et sbesae s sansantesessarsansanas 18
[-3-3- COMPOSItION CRIMIGUE.....cii ittt et ettt et ettt saesbesaeeteenssssaesaebaesbenbensesnnensesres 18
[-3-4- Propriétés pharMaCOlOZIQUES........ccoeireiuiuiierier ettt ete st st se e e e aes et et e s ebesbesbeste e esbenbensesasasansanes 21
[-4- L'€SPECE DiPIOLAXIS NOIT......ocevevieeieieeee ettt e et ettt e e e te st st e e et b st et st aseate st ste e e e ntesaes et aneaneane 21
[-4-1- ClaSSITICATION.c.vueeeeeeeeirt ettt sttt sttt st et b e s et sae b e bbb es st e et b nes e eb bt eb seneaeseatas 21
[-4-2- DESCriptioN DOTANIGUE.....cucuietiriieceeee ettt ettt st st e e b et e st e e aseste st st sae e basbassesessasseneanas 21
[-4-3-CoMPOSItION CRIMIGUE...ceii ittt ettt ettt et v b et ss et esbesbeste e sesestes ebaetesaseaneatesen seesessenns 22
[-4-4- Utilisations traditioNNEIlEs.........co ittt sttt s et e st st eaes 26

[I- GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES......cceitiiriiieiritrirteret ettt ettt er et e senene s s senene s 26
[ DEFINIEION .. sttt et eb e sttt b e st b b s et b b eae st b b st et et b et st ebe s 26
[1-2- COMPOSITION CHIMIGUE....c.vititie ittt et e st st e e bbb et ee e e stesbe st ste e senbesbeneetesesensasearas 27
[1-3- Propriétés PharmacOlOZIQUES........cciiiiiriee e ete sttt etaet et et es e ete st ste s seabestebaesaes et aneetestestensenseseasessans 27

[1l- COMPOSES NATURELS ET CELLULES SOUCHES PATHOLOGIQUES ......cooeiiiieiece et s 27
I1I-1- Cellules souches pathologiques et ciblage par des composés NAtUrels .........ccceveveeveerenieveseecesrevenns 27
I1I-2- Les flavonoides et la voie GSK3B dans les cellules souches canCéreuses.........cooeeveceeeeevnreerereeneeneens 29
I1I-3- Les composés naturels dans les pathologies colorectales..........cooovvveeceininineece e 34



Objectif des recherches...........couoiiiiiii i e e e e s

[- MATERIEL VEGETAL. .ottt ettt st s e et st s she st st s sa bbb et st she sbesnnen

I-1- Collecte et identification du Matériel VEGELAL............ceveveiiiieiicece et sttt s er e eae e

[-2-EXtraction Par MaCBratioN. ... e ittt st st e e s bbb eseaesae et sbeste e nessensassesaesessansensane

I-3-Extraction des fractions volatiles par hydrodistillation..........ccccceieininiiiiinin e

[I- CARACTERISATION PHYTOCHIMIQUE.......cocoiiiiiiiiitictcii sttt st s st s

[I-1- Tests phytochimiques PrélimiN@ires........cccceeiceinieie ettt e r e st s s st et steses s eeetesensaens

[1-2- DOSAZE S PHENOIS TOTAUX...cueiteiteiieeeiiietietiet et etesteste st e e s e te et ess s eseetestestesssses e sessasassasansarsate st seessnnsassass

[1-2-1- Principe......ccceeuu...

[I-2-2- Mode opératoire.

11-3- DOSAgE des flavonOidESs TOTAUX.....ccucceeueieieriet et eeeteeteste sttt et eeetesteste st e e sessesbessesenssrsaseetesressensannan

[1-3-1- Princip€.....ccccceeuunne
[I-3-2- Mode opératoire.

[lI- METHODES CHROMATO

GRAPHIQUES ..ottt e e

I1I-1- Méthodes chromatographiques analytiQUES.......c.cceciveiecirieriicer e sre e e s

[1I-1-1 La chromatographie sur couche MIiNCE (CCM) ...coueviiieeiecesiee ettt et sttt et e ena s

[1I-1-2 La Chromatographie Liquide Ultra haute Pression (UHPLC) ......ccccoeviveeieneierinecee st eveeeve s

[1I-1-3 Chromatographie

en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC\MS) ..................

I1I-2- Méthodes chromatographiques Préparatives.........c ettt e et e
[11-2-1 Chromatographie SUr COIONNE QUVEITE.........ccucieeceeeieee ettt ettt st e e s s s saseaeetestesaennan
[1I-2-2 Chromatographie liquide a haute performance semi-préparative (HPLC semi-préparative) ......
[1I-2-3 Chromatographie sur couche épaisse Préparative.......ccocceveecieieinine st

V- TECHNIQUES SPECTROSCOPIQUES........ocoruetiueieineririeeete et sttt et s e s tse et es e s e sttt st et eseaesen e eensesenes
IV-1- SpectromMEtrie de MASSE (SIM) .....ccerice ettt sttt et et s b e ebe e et ersste s e besansstesenseraeesensans
IV-2- Résonance magnétique NUCIEAIre (RIMIN) .....c.cocieririiiecieee ettt ettt e ete et st see e e e aes b s e anes

V- ACTIVITES BIOLOGIQUES..........coiitiuemeteiieieiirt ettt tae et et ettt sea e seseae bbbt et ses s ses e ses bttt s seseaeesene
V-1- Activité de pPiégeage de FAatiCAUX......cceceiueriierirrisr ettt sttt et et eesrestesaesee e e sea et assasbannasearesresees
V-2 ACEIVIEE @NtIDACTEITENNE. ...ttt et b st e eb e s et eb e s ettt

V-2-1- Microorganismes

36

38

38

38

41

42

42

43

43

43

44

44

44

44

44

44

45

45

46

46

46

47

47

47

47

49

49

51

51



V-2-2- Méthode de diffusion Par PUILS.......ccccceriee et sttt st ev s sttt st snss s eneeeen

V-2-3- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration minimale
LoF: Yot < g ToiTe LI (@11 ) OO TR OO UUTSVRRTPTSRN

V-3- Activités anti-inflammatoires et anti-CanCerEUSES.........cccuerrrrecereeie ettt e st
V-3-1- Culture et caractérisation des colonosphéres et des tumorosphéroides..........ccoceevververrerireenenns
V-3-2- Etude de la voie de signalisation PAR,/GSK3P.....wwerrecuerureesersseiasssaessiesssssesssessesssssssssssess s sasssaes
V-3-3- Evaluation de la viabilité des cellules immatures inflammatoires ou cancéreuses......................
V-3-4- Immunomarquages des tisSSUS COlQUES iN STtU......uviviiviririnniiiiieiniinineese e sttt es e see e e sne s

RESULTATS ET DISCUSSION
I- ETUDES PHYTOCHIMIQUES DE D. SIMPLEX ET D. HARRA .....ooreite ettt ettt st sae st saessesnes sae e

[-1- ReNdeMENT A @XEIACHION.....ccuiut ittt ettt sttt e st st ettt st se et eae b een

I-2- Caractérisation phytochimique des organes de D. simplex et D. harra............ceveeevevcesienrcescesecnnnns
[-2-1-TeStS PRYLOCHIMIGUES.....ceiuiietierietct ettt e st s st e e et et e et e s sae st see e e ban st eebenees
I-2-2-Dosage des phénols totaux et des flavonoides totaUX.........cccecueieinieceeecce e

I-3- Composition chimique des fractions volatiles des fleurs et des feuilles de D. simplex................c.o.....
[-3-1- Fraction volatile des fleurs de D. SIMPIEX...........ceoeeeeeeeceieieiee et ee et e es s s e e st e an
[-3-2- Fraction volatile des feuilles de D. SiMPIeX.........ccueeoiiveieeiecieinieintcie sttt vess s eves

[I- ACTIVITES ANTI-RADICALAIRE ET ANTIBACTERIENNES DES EXTRAITS DE D. SIMPLEX ET D. HARRA.

[1-1- ACtIVItE @nti-radiCalaire.....ccueceeeieieeciret ettt sttt sttt eb e st b e st
[I-1-1- Activité anti-radicalaire des extraits de D. simplex €t D. RQrra............cccvenivenicesiesvesesnnns
[I-1-2- Activités anti-radicalaires des fractions volatiles de D. SimpleX..........cuueeeevecveneeeeiecveceinriereeeen e

[1-2- ACtIVItE aNTiDACTEIIENNE . ...c.ciiiiiie e s bbb st e e e

[1l- MODELE D’ETUDE DES CELLULES SOUCHES COLIQUES INFLAMMATOIRES OU CANCEREUSES................

IlI-1- ROle régulateur de PAR; et de PAR, sur les fonctions des cellules souches coliques..........ccccccevruenenne.

[lI-1-1- Expression de PAR; et de PAR;, dans la crypte CoOliQUE......ccumiminiiniirenie e

[1I-1-2- Impact de I'activation de PAR; et de PAR, sur la survie et la prolifération des cellules souches
COlIQUES CUILIVEES BN 3D ...ttt sttt et ettt eae s et e e s es b et ees et eaeabe st ste e s seasesses et easansarnane st seeses

I11-2- Mise en évidence d’une voie de survie cellulaire PAR;/GSK3P.....c.covvevrieriieieieienieeieiesee e

IV- PURIFICATION BIOGUIDEE DES COMPOSES DE D. HARRA ET CIBLAGE DES CELLULES SOUCHES
COLIQUES PATHOLOGIQUES......coit ittt ettt s sttt st s s sttt e s bt eseere b sassa s

IV-1- Fractionnement de I'extrait méthanolique des fleurs de D. harra (NI110).......cccooeeevecereeneneeneeeenee
IV-1-1- Activité inhibitrice de GSK3[3 de I'extrait méthanolique des fleurs de D. harra............................

IV-1-2- Analyse LC-MS/MS et activité biologique de 1a fraction Fb.........cocveeerivereereeeeereeeneineee e seeeenenns

51

52

53

53

55

57

58

60

60

61

61

62

65

66

68

70

70

70

72

74

77

77

77

80

84

89

89

90



IV-1-3- Analyse MS-MS et activité biologique des deux fractions NIL7 et NIL12.......ccccecevverireeenercernreenenn 104

IV-1-4- Purification et activité biologique de I'isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside.........cccccceeeevervevvvrcveeee. 106

V- ETUDE STRUCTURALE DES PRODUITS ISOLES DE D. SIMPLEX ET D. HARRA......vererereesereeserererescssssnens 112
V-1- Identification et activité anti-radicalaire de NIF1 purifié a partir de |'extrait au MeOH de D. 112
PIGIT Q.o sttt st s et e s ettt ses et et e be ses ke ket b se s e b et a4 sen ekt e be R et etk ne bk eae b sen b ek et ebenea bt e neete en
V-2- Identification de NIL7B purifié a partir de I'extrait au MeOH de D. harra..........cceveeceeeveecvcveenrenrvnnne 119
V-3- Identification de NIL7C purifié a partir de I'extrait au MeOH de D. harr@..........ccccceeeeevvcvcevsrveercrsnannn 120
V-4- Identification de NIL7D purifié a partir de I'extrait au MeOH de D. harra............cccceveeevecvcrveceserenennnn 121
V-5- Identification de L71B purifié a partir de I'extrait au MeOH de D. SimpleX.........cccceveeveveeeevrceenrenrenn, 122
V-5-1 Spectroscopie UV du Produit (L71B)......cccecceireiirierereee e cresrereesee s eraesesseseseereeressesnesssnsesessessesessenees 124
V-5-2 Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse et le détecteur diode 125
ATTQY LCIMIS-DAD... .. ittt sttt sttt e et e ee st ae s st e s s ae e e teaesaae st bes sueeessbesensteansaes asaes sueeassesnsntesnsses snsaenssenennns
V-5-3 SPECtrOSCOPIE A8 RIMIN TH....o.veoeeeeee et see s s eeeseses s sess s et sesesssssssses e s ssseseess s ssseresne e 127
CONCIUSION 1 PEISPECLIVES........cooeviviecteeetee ettt ettt e s bbb seas e st ae st et besers s enasas ssssasantssranas 135
Références bibliographiqUes.................cooiieccc ettt et a et a s 137
PUBTICAtIONS.........cooe ettt e st e et e st et s b s st b s e st as et ees e e ens et sens 145

| Rapport- gfdf wuitcom @



Abréviations

ADN Acide DésoxyriboNucléique

APC Adenomatous polyposis coli

APCI Ionisation chimique a pression atmosphérique (Atmospheric Pressure Chemical
Ionization)

BB Le spectre totalement découplé de RMN de "°C (Broad Band)

BHT Hydroxytoluene butylé

CC Chromatographie sur Colonne ouverte

CCM Chromatographie sur Couche Mince

CCE Chromatographie sur couche épaisse préparative

CD30D Méthanol deutéré

CES0 Concentration efficace 50

CMB Concentrations Minimales Bactéricides

CMI Concentrations Minimales Inhibitrices

COSY Spectroscopie de corrélation via les couplages scalaires (Correlated SpectroscopY)

CSI Cellules souches intestinales

d Doublet

dd Doublet dédoublé

DAPI 4',6-DiAmidino-2-PhénylIndole

DEPT Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer
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ERK Extracellular signal-regulated kinase
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Enhancement Spectroscopy)
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e nos jours, l’utilisation des plantes médicinales dans le traitement des

pathologies est devenue 1’une des principales voies d’acces aux soins.

La plupart des especes végétales possédent des vertus thérapeutiques. L’action
de la phytothérapie sur I’organisme dépend de la composition des plantes qui constituent

un réservoir inépuisé de nouveaux métabolites secondaires.

Plusieurs plantes ont été utilisées traditionnellement pour se soigner; des plantes
aromatiques sont utilisées comme source d’assaisonnement ou comme remede en

médecine ; d’autres plantes sont connues pour leurs propriétés nutritives.

Dans I’espoir de valoriser les plantes médicinales de la flore Tunisienne, nous avons eu
recours a I’étude structurale et biologique de deux plantes utilisées en médecine

traditionnelle : Diplotaxis simplex et Diplotaxis harra.

Ce travail de recherche a été réalis¢ dans le cadre d’une these sous cotutelle entre le
Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles (UR-11/ES-74) a la faculté des
Sciences de Sfax, Université de Sfax et le centre de physiopathologie de Toulouse Purpan
(U1043 INSERM -U5282 CNRYS), puis 1'Institut de Recherche en Santé Digestive (IRSD,
U1220 INSERM), de 1'Université Paul Sabatier de Toulouse.

L’ensemble de mes travaux sera présenté en trois chapitres:

» Dans le premier chapitre, un apergu général sur D. simplex et D. harra est présenté
ainsi que quelques travaux phytochimiques et biologiques des principes actifs
contenus dans ces deux espeéces, une généralité sur les fractions volatiles et une
notion sur les composés naturels et les cellules souches pathologiques.

» Le second chapitre est consacré aux techniques d’extraction, de séparation et de
purification des composés de D. simplex et de D. harra. En outre, les méthodes
d’évaluation des activités anti-oxydante, antibactérienne et anticancéreuse des

extraits sont présentées.
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» Le troisieme chapitre présente les résultats sur le screening phytochimique, les
activités antioxydante et antibactérienne des extraits des deux especes de
Diplotaxis, la composition chimique et 1’activité antioxydante des fractions
volatiles des feuilles et des fleurs de D. simplex, un mode¢le d’étude biologique des
cellules souches coliques pathologiques intestinales, I’identification de deux
produits par bioguidage sur le ciblage des cellules souches coliques et finalement
I’identification du reste des produits isolés.

» Une discussion générale sur les résultats.

» Enfin, nous avons fini ce manuscrit par une conclusion générale sur I’ensemble du

travail et les différentes perspectives envisageables.

Diplotaxis sp. 15



frude bfbli@%raphiq "



Etude Bibliographique

I- SPECIFICITES BOTANIQUES ET PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES
DE D. SIMPLEX ET D. HARRA
I-1- La famille des Cruciferes ou Brassicaceae

La famille de Brassicaceae a pour nom alternatif ‘Crucifereae’, elle contient 338
genres et 3350 especes [1,2]. Cette famille représente une part importante de
l'alimentation humaine, elle est considérée comme une bonne source de composés actifs
tels que les composés phénoliques, les vitamines, les fibres, les sucres solubles, les
minéraux, les métaux, les acides aminés et les glucosinolates. Ces composés chimiques
ont diverses applications en raison de leurs propriétés anticancéreuses, antimicrobiennes
et antioxydantes [3].
Les plantes de cette famille ont été utilisées traditionnellement comme antidiabétiques,
antibactériennes, antifongiques, anticancéreux, antirhumatismaux et anti-insectes [4].
De nombreuses espéces appartiennent a la famille Brassicaceae ont des feuilles
caractérisées par un golt plus ou moins piquant et sont, par conséquent, utilisées pour

parfumer les salades [5].

I-2- Le genre Diplotaxis

Le genre Diplotaxis appartient a la famille des Brassicaceae. Ce genre contient 32
especes [1,2], originaires d'Europe, du bassin méditerranéen, et d’Asie. Certaines especes
de Diplotaxis sont cultivées pour la consommation humaine, ce sont des salades [6,7],
tandis que d'autres sont des mauvaises herbes [8].
Les plantes du genre Diplotaxis sont vivaces ou bisannuelles a feuilles semi-charnues plus
ou moins découpées, a rameaux allongés, avec des pédicelles minces, des pétales a longs
onglets terminés par une lame ovale et jaune, des étamines libres non dentées, des siliques
linéaires a valves planes, et des graines ovales comprimées placée dans chaque loge en

deux séries. D’ou le terme Diplotaxis [9].
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I-3- L’espéce Diplotaxis simplex

I-3-1- Classification

Régne: Plantae
Classe: Magnoliopsidae
Famille: Brassicaceae ou Cruciféres
Genre: Diplotaxis DC
Nom scientifique. Diplotaxis simplex (Viv.) Spreng
Nom vernaculaire arabe [10]: Jirjir
Synonymes [11]: Sisymbrium simplex Viv.
Diplotaxis muralis subsp. simplex (Viv.)

Figure 1: Taxonomie de Diplotaxis simplex

I-3-2- Description botanique

D. simplex est une plante comestible de la famille de Brassicaceae et est originaire de la
région méditerranéenne. C’est une plante annuelle, glabre, a tiges trés ramifiées, qui peut
atteindre 50 cm de hauteur. Les feuilles sont basales, formant une rosette, et les fleurs
jaune vif apparaissent en hiver jusqu’a la fin du printemps alors que les siliques sont

ascendantes [12].

I-3-3- Composition chimique

En 1994, Sanchez-Yelamo et al. ont purifié et identifié a partir des feuilles de D. simplex
cinqg glucoflavonoides dérivées du kaempférol, la quercétine et I’isorhamnétine : la
quercétine-3-glucoside 1, I’isorhamnétine-3-glucoside 2, le kaempférol-3-glucoside 3, le

kaempférol-3,7-rhamnose-galactose 4 et le kaempférol-diglucoside [13].
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1: R=OH R’=0-glucose R’=OH
2: R=0OCH3 R’=0-glucose R”’=0OH
3: R=H R’=0-glucose R”’=0OH
4: R=H R’=O-rhamnose =~ R’’= O-galactose

Un criblage phytochimique réalisée par Akrout et al, en 2010, a révélé la présence de
flavonoides, de tanins et de saponines et I’absence d’alcaloides et d’anthraquinones dans
D. simplex [10].

En 2015, Jdir et al. [14] ont étudié la composition lipidique et minérale des feuilles et des
fleurs de D. simplex. Ils ont identifié deux hydrocarbures majeurs présents dans les fleurs:
I’hexacosane 5§ (CycHsy) et le pentacosane 6 (C,sHs,) et qui sont absents dans les feuilles,
et ont trouvé I’acide linolénique 7 (CgH300,) et I’acide palmitique 8 (C;sH3,0,), les
principaux acides gras présents dans la fraction lipidique des deux organes. En plus, la
fraction lipidique des feuilles est caractérisée par un taux relativement élevé de linoléate

d'éthyle 9 et de phytol 10.
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Le potassium et le calcium sont les minéraux les plus concentrés dans les extraits des
feuilles et des fleurs, suivis par le sodium et le magnésium.

Les fleurs de D. simplex sont particulierement riches en composés phénoliques détectés
par HPLC qui sont l'acide caféique 11, I'acide chlorogénique 12, 1'épigallocatéchine 13,

I’acide p-coumarique 14 et I’acide 3,4-diméthoxybenzoique 15.
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I-3-4- Propriétés pharmacologiques

Les feuilles et les fleurs de D. simplex contiennent plusieurs éléments nutritifs importants
et des composés bioactifs avec des propriétés biologiques intéressantes [15]. D. simplex
est douée d’activités antioxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne puissantes et
d’une activité¢ inhibitrice de l'o-amylase et de 1’a-glycosidase. Ces potentialités
biologiques ont été attribuées a sa teneur importante en composés phénoliques.
Récemment, il a été montré que cette espece supprime lI'hyperglycémie post-prandiale

chez des souris en inhibant les enzymes clés liées au diabete [14].

I-4- L’espéce Diplotaxis harra

I-4-1- Classification

Régne : Plantae
Classe : Magnoliopsidae
Famille : Brassicaceae ou Cruciferes
Genre : Diplotaxis DC
Nom scientifique : Diplotaxis harra (Forssk.) Boiss.
Nom vernaculaire arabe [18]: El harra
Synonymes [11]: Sinapis crassifolia
Diplotaxis crassifolia
Sinapis harra (Forssk.)

Figure 2 : Taxonomie de Diplotaxis harra

I-4-2- Description botanique

D. harra est une espeéce annuelle ou vivace, appartenant a la famille des Brassicaceae,
distribuée dans les déserts d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient sous forme de tapis de
fleurs jaunes [18, 19]. Avec une hauteur de 20-30 cm, ses tiges sont dressées et ramifiées,
ses fleurs sont jaunes avec un pédoncule filiforme, ses pétales sont deux fois plus longs
que les sépales duveteux. Les fruits sont des siliques pendantes a la pointe de 2-4 mm de

long.
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I-4-3-Composition chimique

Les travaux chimiques effectués sur 1’espece D. harra ont commencé depuis 1994.
Sanchez-Yelamo [13] a purifié et identifié les produits suivants: le kaempférol-7-
glucoside 16, la quercétine-7-glucoside 17, la quercétine-3-glucoside 1, I’isorhamnétine-
3-glucoside 2, le kaempférol-3-glucoside 3, le kaempférol-3-digalactoside, la quercétine-
triglycoside (rhamnose+galactose), [’isorhamnétine-diglucoside et le kaempférol-

diglucoside.

HO
OH

OH

HO
R=H
R=0OH

1S I3
2l

Ensuite en 1999, Hashem et ses collaborateurs [20] ont isolé a partir de 1’extrait
¢thanolique et suite a une réaction enzymatique trois produits: le 5-vinyl-2-
oxazolidinethione 18, le 2-hydroxy-3-buténylisothiocyanate 19 et le 4-

méthylisothiocyanatobutyrate 20.

J\p ~ A\
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H3C

20

Dans la méme étude, ils ont identifié, a partir de I’huile essentielle les produits suivants :

lI'isopropylisothiocyanate 21, 1'anéthol 22 et le 3-butényl isothiocyanate 23.

A partir des parties saponifiable et insaponifiable de 1’extrait a 1'éther de pétrole, ils ont
montré la présence d'acide arachidonique 24, d'acide palmitique 8 (C;sH3,0,), de

nonacosane 25 (Cy9Hg), de cholestérol 26, de stigmastérol 27 et de béta-sitostérol 28.
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24 26

Cette équipe [20] a montré une activité plus élevée des acides gras libres de D. harra
contre les bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif tandis que les constituants
volatils étaient plus actifs contre les levures.

Plusieurs autres travaux réalisés sur cette espeéce ont montré leur richesse en flavonoides.
En 2011 [21], Atta et al. ont isolé cinq flavonoides a partir d’un extrait de la partie
aérienne douée d’une activité antimicrobienne : la quercétine 29, I’isorhamnétine-3-
rhamnoside 30, [I’isorhamnétine-3-O-rutinoside 31, I’isorhamnétine-3-glucosyl-4’-

rhamnoside 32 et I’isorhamnétine-3-O-B-glucoside 2

R=0OH R’=OH R”=0OH
R=0OCH3 R’=O0O-rhamnoside R”=0OH
R=O0OCH3 R’= O-rutinoside R”=0OH

R=0OCH3 R’=0-glucose R”= O-rhamnose

En 2013, Magdy et ses collaborateurs [22] ont isolé cinq flavonoides: la quercétine 29, la
quercétine-3-0-B-glucoside 1, I’isorhamnétine-7-O-B-glucoside 33, 1’apigénine-7-O-f-
rhamnoside 34 et le kaempférol-3-O-B-glucoside 35. Ces flavonoides présentaient une

activité cytotoxique in vitro contre la lignée cellulaire cancéreuse de colon HCT116.
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R=0OCH3 R’=OH R’’= O-glucose
R=H R’=0-glucose R”’=0OH
OH
OH
()
OH

Dans la méme année, Falleh et ses collaborateurs [23] ont montré que [’extrait
méthanolique des fleurs de D. harra est tres riche en polyphénols et en flavonoides. Une
analyse HPLC était faite sur cet extrait qui a identifié deux composés phénoliques
majeurs : ’acide caféique 12 et I’acide chlorogénique 13 et un flavonoide majeur:
I’épicatéchine 36. Grace a I’existence de ces polyphénols, cet extrait posséde une activité

antioxydante importante et une activité antimicrobienne moyenne.

OH
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De plus, Kassem et ses collaborateurs [24] ont isolé deux nouveaux flavonoides 13 et 14
et 12 autres connus: la quercétine 29, 1’isorhamnétine 37, 1’isorhamnétine-3-O-a-
rhamnoside 30, I’isorhamnétine-3-O-B-glucoside 2, la quercétine-3-O-B-glucoside 1,
I’isorhamnétine-7-0-glucoside 33, le kaempférol-3-O- B-glucoside 3, 1’isorhamnétine-3-
O-[2"-O-acétyl-glucopyranosyl(l — 6)-B-glucopyranoside 38, I’isorhamnétine-3,4’-di-
O-B-glucoside 39, I’isorhamnétine-3,7-di-O-B-glucoside 40, la quercétine-7-O-p-
glucoside 18, la quercétine-3-0-a-rhamnoside 41.

Ces quatorze flavonoides possedent une activité antivirale.

I-4-4- Utilisations traditionnelles

En médicine traditionnelle, D. harra est utilisée comme tonique et stimulant,
antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire et anticancéreux, et pour le traitement de
I’anémie [25,26]. La partie aérienne de D. harra est utilisée en décoction en cas de
constipation ou de diabéte [18]. Elle est connue aussi pour son effet analgésique et a une

toxicité modérée [27].

II- GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES

I1-1- Définition

Une huile essentielle est un produit odorant, généralement de composition complexe,
obtenu a partir d'une matiére premicre végétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d'eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique
sans chauffage.

Une huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé
physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition.

La synthese et I'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de

la surface de la plante [28].
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II-2- Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes d’environ 20 a 60 constituants
aromatiques plus ou moins volatils, caractérisés par deux ou trois composés a haute
concentration qui déterminent leurs propriétés biologiques. Les principaux constituants
sont: les terpeénes qui sont constitués d’un mélange d’hydrocarbures et de composés
oxygénés dérivés de ces hydrocarbures, en particulier les mono- et sesquiterpenes tres
volatils et de faible masse [29,30], et les composants aromatiques qui sont principalement
des dérivés du phénylpropane C6-C3, comprenant des phénols (chavicol, eugénol), des
aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcool cinnamique), des dérivés méthoxy
(anéthol, estragol) ou méthyléne dioxy (myristicine, safrol) [31]. Les composés azotés ou
soufrés tels que les dérivés des Isothiocyanates ou les nitriles sont également
caractéristiques des métabolites secondaires trouvés dans les huiles essentielles de

diverses plantes [32].

I1-3- Propriétés pharmacologiques

En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques
contre les maladies infectieuses d'origine bactérienne ou fongique, contre les
dermatophytes, les moisissures allergisantes ou les champignons opportunistes. Elles
présentent également des propriétés cytotoxiques, anti-inflammatoires et anticancéreuses

[33,34].

III- COMPOSES NATURELS ET CELLULES SOUCHES PATHOLOGIQUES
III-1- Cellules souches pathologiques et ciblage par des composés naturels

Les cellules souches des tissus adultes sont impliquées dans diverses pathologies et la
restauration de leurs fonctions régénératrices ou leur éradication sont des objectifs clefs
des stratégies thérapeutiques actuelles. Les voies de survie et de prolifération des cellules
souches sont dérégulées en cas de pathologie, et peuvent Etre ciblées par des composés
naturels. Par exemple, des polyphénols, des isothiocyanates, des caroténoides et
I’eriocalyxin B inhibent les voies Wnt et NF-kB, alors que la cyclopamine cible la voie

Shh et certains triterpenes agissent via PTEN et Stat3 [35,36]. D'autres études ont montré
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les effets inhibiteurs de la lutéoline et de 1'épigallocatéchine gallate, un composant majeur
du thé vert, sur la prolifération et la survie cellulaires par des mécanismes PI3K/AKT ou
ERK-dépendants, impliquant donc deux voies potentiellement régulatrices des cellules
souches [37-39].

Ainsi, a coté des outils thérapeutiques modernes tels que les inhibiteurs spécifiques de
kinases, les composés naturels pourraient prendre une place importante dans la stratégie
de ciblage des cellules souches pathologiques, d’autant plus qu’ils pourraient agir

également sur le microenvironnement ou nichent ces cellules souches [40].

Figure 3: Composés naturels et ciblage des cellules souches cancéreuses [40].
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Figure 4: Composés naturels et niche des cellules souches[40] .

III-2- Les flavonoides et la voie GSK3p dans les cellules souches cancéreuses
*Cellules souches cancéreuses et résistance thérapeutique

Les cellules souches cancéreuses (CSC) représentent un petit nombre de cellules au sein
de la tumeur qui a une treés forte capacité de survie, de prolifération et de potentiel
métastatique. Elles sont appelées aussi «cellules initiatrices de tumeur» car elles sont le
lieu de I’initiation puis de la progression tumorale, et sont responsables des rechutes post-
thérapie [41].

Les CSC sont résistantes aux traitements anti-tumoraux par divers mécanismes, parmi
lesquels I’efflux des drogues, la réparation des dommages a I’ADN, 1’état de quiescence
et ’inhibition de I’apoptose [42]. Diverses approches thérapeutiques visent a éradiquer

ces CSC en favorisant leur entrée dans le cycle cellulaire, leur migration hors de la niche
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microenvironnementale qui les protége ou I’inhibition de leur survie. Selon leurs
conditions d’activité métabolique, proliférative et adhésive, les CSC vont développer des
mécanismes de survie spécifiques impliquant des voies de signalisation anti-apoptotiques
et anti-oxydantes pouvant s’opposer. C’est le cas par exemple des deux grands carrefours
de signalisation que sont les kinases Glycogene synthase kinase 33 (GSK3[) et Akt, qui
régulent spécifiquement la voie Nrf2 anti-oxydante et la voie NF-kB de survie [43].

*Voie GSK3[ de survie cellulaire
La kinase GSK3f est une cible thérapeutique d’un grand intérét dans les pathologies
inflammatoires et cancéreuses. Dans 1’inflammation, elle est retrouvée suractivée dans les
tissus et les cellules immunitaires, comme cela a été décrit dans les pathologies
inflammatoires intestinales [44]. Dans diverses tumeurs, sa suractivation a été détectée et
son ciblage a été proposé a visée anti-proliférative et pro-apoptotique [45]. En particulier,
I’inhibition de cette sérine thréonine kinase qui joue un role important dans 1’auto-
renouvellement et la différenciation des cellules souches permet d’induire 1’apoptose des
CSC [46,47].
Ainsi, la kinase GSK3 située au carrefour de multiples fonctions cellulaires (Figure 5)
que le métabolisme, la prolifération, 1'adhésion et la survie, pourrait jouer un rdle clef
dans la transition inflammation-cancer. En effet, il a ét¢é montré que la GSK3p était
activée précocement dans les cellules souches pathologiques au cours de la
leucémogenese et que cet état préparait une transition vers la cellule souche cancéreuse
[48]. De facon tres intéressante, un dimorphisme sexuel s’applique a cette voie de survie
des cellules souches. En effet, si GSK3[3 et Akt permettent respectivement la survie des
cellules souches hématopoiétiques XY et XX en conditions basales de stress, leurs roles
sont inversés apres cancérisation [47,49].
GSK3pB promeut la survie cellulaire au niveau membranaire en inhibant les complexes
pro-mort associés aux récepteurs tels que le récepteur du TNF, au niveau mitochondrial
en régulant 1’hexokinase, et enfin au niveau nucléaire en facilitant D’activité

transcriptionnelle de NF-kB sur des genes spécifiques tels que Bcl-2 [S0].
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Figure 5: Voies de signalisation et les fonctions cellulaires de GSK3[3

*Flavonoides inhibiteurs de la voie GSK3f3
Les flavonoides sont un des plus importants groupes de produits naturels phénoliques.
Ces composés possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbone,

ayant deux noyaux aromatiques A et B séparés par un hétérocycle C [51].
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Les flavonoides interviennent dans la protection de la plante contre les radiations UV,
dans la pigmentation des fleurs, dans les processus de défense contre les attaques
microbiennes et les herbivores [52].

Les composés de ce groupe existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme
d’hétérosides. Selon le degré d’oxydation du noyau C, les flavonoides se divisent en
plusieurs classes [53-55]:

e Les flavones ou 2-phénylchromones sont des produits incolores.

e Les flavonols ou 3-hydroxyflavones sont des pigments végétaux que 1’on trouve

souvent sous forme de glucosides.
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e Les flavanones ou 2,3-dihydroflavones (chromanes)

e Les chalcones sont des isomeres des flavanones avec ouverture du noyau

pyronique entre les positions C-1 et C-2.

e Les anthocyanes dérivent des flavonoides en formant un oxonium (2-phényl-

benzopyrilium).

e Les flavanes ou catéchines sont des produits de réduction des flavanones.
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De nombreuses études biologiques ont montré que certains flavonoides possedent des
activités d’hypotenseur, diurétique, anti-oxydante, antibactérienne, antifongique, anti-
inflammatoire et anti carcinogene.

Il a ét¢ démontré que des flavonoides induisaient I’apoptose des CSC via I’inhibition de
GSK3p [56]. Parmi 22 flavonoides testés, Johnson et ses collaborateurs ont montré que la
lutéoline, 1'apigénine et la quercétine avaient des effets inhibiteurs importants sur GSK-38
dans le cancer du pancréas [S7].

Etant donné la diversité des structures des flavonoides et les différents mécanismes
d’inhibition de GSK-3f pouvant étre mis en jeu, il est tres difficile d’établir des relations
de structure-activité. Si la présence de sucres en position 3 de la génine a été impliquée
dans I’activité inhibitrice sur GSK3f [56], au contraire, Johnson (2011) [57] a trouvé que

la conjugaison du sucre avec la génine diminue 1’effet inhibiteur.

III-3- Les composés naturels dans les pathologies colorectales

*La transition inflammation-cancer colorectal
L’inflammation est un processus naturel de I’immunité déclenché en réponse a des
agressions externes ou internes. En cas de stimuli chroniques, la survie et la prolifération
des cellules peuvent devenir incontrdlées aboutissant a 1’initiation tumorale. L’ensemble
des cellules du stroma inflammatoire induit la sécrétion de protéases qui remodelent la
matrice extracellulaire et activent les facteurs de croissance, mais qui peuvent aussi
activer des récepteurs spécifiques tels que les « Protease-activated receptors » ou PARs.
La famille des PARs comprend quatre membres, PAR| , 34, parmi lesquels PAR, et PAR,
ont particulierement été étudiés en tant que récepteurs de la thrombine et de la trypsine,
respectivement [58]. Ces deux récepteurs jouent un réle important dans I’inflammation
intestinale et la carcinogenese colorectale [58]. Cependant, leur implication dans la
transformation des cellules souches intestinales est méconnue.

*Composés naturels et chimioprévention du cancer colorectal
Avec une incidence grandissante des maladies inflammatoires digestives et le risque

encouru de transformation tumorale, il est nécessaire de rechercher des moyens
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Etude Bibliographique

thérapeutiques de chimioprévention. Les flavonoides ont une action anti-inflammatoire et
sont capables d’inhiber I’initiation ainsi que la progression de la tumeur colorectale.
L’inflammation est modélisée sur des lignées cellulaires par I’ajout de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a; IL-6) qui participent a la carcinogenese. Paradkar et al. [S9] ont
suggéré que le kaempférol, la génistéine et 1’épigallocatéchine-3-gallate diminuent la
sécrétion d’IL-6 dans la lignée cancéreuse humaine Caco-2. L’¢épigallocatéchine-3-gallate
diminue aussi la sécrétion de TNF-a.

La quercétine prévient la cancérogenese du colon. L’effet antitumoral de la quercétine
dans les cellules SW480 coliques est li¢ a I'inhibition de la voie beta-caténine [60].
Cependant, certains travaux montrent que le dérivé glycosylé de la quercétine, la rutine,
serait plus efficace que la quercétine [61]. D’autres travaux ont montré que les
procyanidines présents dans la pomme inhibent la croissance des cellules coliques

tumorales SW620 [62].
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Objectif desrecherches

Au cours de cette synthése bibliographique, nous avons vu le grand potentiel
d’activités biologiques de Diplotaxis simplex et Diplotaxis harra.

Il nous a donc paru intéressant d’explorer plus avant leurs compositions chimiques,
notamment celles de leurs fractions volatiles.

Dans la continuité de la collaboration franco-tunisienne entre 1’équipe de chimistes de
Sfax et celle des biologistes de Toulouse mise en place des 2006 nous avons recherché
des composés bio-actifs capables de cibler des cellules souches pathologiques,
inflammatoires ou cancéreuses. Notre intérét s'est particuliecrement porté sur la voie de

survie GSK3beta des cellules souches intestinales.
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I- MATERIEL VEGETAL

I-1- Collecte et identification du matériel végétal

La récolte de D. harra et D. simplex a été réalisée en 2011 dans la région de Sidi Bouzid,
Tunisie. Un Voucher spécimen de chaque plante est déposé dans 1’herbier du Laboratoire
de Chimie des Substances Naturelles, département de chimie, Faculté des Sciences de
Sfax, enregistré sous les n°® LCSN130 et LCSN131 respectivement pour D. harra et D.

simplex.

I-2-Extraction par macération

La macération est une technique d’extraction solide-liquide qui permet d’extraire les
substances chimiques du matériel végétal par un solvant, a température ambiante, sous
agitation magnétique ou mécanique. C’est la technique la plus simple et qui minimise
I’oxydation des produits.

En effet, les différents organes des deux plantes (feuilles, fleurs et racines) récoltées ont
été séchés a 1’abri de la lumiére puis extraits trois fois sous agitation mécanique a
température ambiante par des solvants de polarités croissantes et qui sont respectivement
I’hexane, 1’acétate d’éthyle et le méthanol jusqu’a épuisement des substances naturelles
qu‘ils sont capables d’extraire.

Apres chaque extraction, la solution obtenue est filtrée puis concentrée sous vide a une
température qui ne dépasse pas 45°C.

Les organigrammes suivants (Figures 6 et 7) récapitulent les étapes des macérations des

deux plantes.
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Diplotaxis harra séche

836 g Feuilles

Extraction a

n-hexane —>

Résidu Ia

Extraction a

I’AcOEt —>

Résidu IIa

Extraction

au MeOH —>

Résidu II1a

Extrait a

I’hexane NI30

Extrait a

I’AcOEt NI34

Extrait au
MeOH NI56

403 g Fleurs 2 kg Racines
Extrait a Extrait a
—> I’hexane NI& — | I’hexane NI24
Résidu Ib Résidu Ic
Extrait a Extrait a
—> I’AcOEt NI9 — | I’AcOEt NI29
Résidu IIb Résidu Ilc
Extrait au Extrait au
—> MeOH NI10 —> MeOH NI57
Résidu IIIb Résidu II1c

Figure 6: Macération des différents organes secs de D. harra
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Diplotaxis simplex séche

1 kg Feuilles

Extraction

a N-hexane >

Extrait a
I’hexane NI1

Résidu Ia’

Extraction

a ’AcOEt —>

Extrait a
I’AcOEt NI2

Résidu Il1a’

Extraction

au MeOH —

Extrait au
MeOH NI3

Résidu II1a’

480 g Fleurs
Extrait a
—> I’hexane NI5
Résidu Ib’
Extrait a
—> I’AcOEt NI6
Résidu IIb’
Extrait au
—> MeOH NI7
Résidu ITIb’

552 g Racines

—>

Résidu I¢’

—>

Extrait a

I’hexane NI11

Extrait a

I’AcOEt NI12

Résidu II¢’

—>

Extrait au
MeOH NI13

Résidu III¢’

Figure 7: Macération des différents organes secs de D. simplex
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I-3-Extraction des fractions volatiles par hydrodistillation

Il existe plusieurs méthodes d'extraction des fractions volatiles, la plus utilisée est
I'hydrodistillation. C’est la méthode la plus simple et la plus anciennement utilisée car elle
ne nécessite pas un appareillage coliteux. Elle est basée sur 1'existence d'un azéotrope de
température d'ébullition inférieure aux points d'ébullition de la fraction volatile et de 1'eau.
En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par la vapeur d'eau. La matiere
végétale est immergée dans un bain d’eau, et ’ensemble est port¢ a ébullition sous
pression atmosphérique. La fraction volatile se sépare de I’hydrolat par simple différence
de densité.

Pour extraire les fractions volatiles, nous avons divisé la plante fraiche en deux parties,
250 g des fleurs et 1,5 kg des feuilles. Les vapeurs hétérogenes ont été condensées dans
un réfrigérant et récupérées dans un flacon. La fraction volatile est séparée de I'hydrolat
par une extraction liquide-liquide avec 1’éther diéthylique. La phase organique obtenue est
déshydratée par le sulfate de sodium anhydre (Na,SO,), puis évaporée sous pression

réduite pour donner les fractions volatiles (FV geus= 0,19 g; FV feuines=0,33 g)

Figure 8: Montage d’hydrodistillation

Diplotaxis sp. 41



Matériel et Méthodes

II- CARACTERISATION PHYTOCHIMIQUE
Pour une premiére analyse rapide des composés chimiques présents dans chaque extrait,

nous avons effectué le « screening » phytochimique suivant:

II-1- Tests phytochimiques préliminaires

Des tests préliminaires ont été effectués selon les méthodes décrites par Harborne [63].
100 mg de chaque extrait ont été dissous dans 100 mL de solvant adéquat afin d’obtenir
une solution (S). Cette derniere est ajoutée a des réactifs spécifiques pour mettre en

évidence la présence de certains métabolites secondaires.

T1: Test aux stérols (et) ou triterpénes (Réaction de LIBERMANN):

1 mL de la solution S
0,2 mL d’anhydride acétique
4 gouttes de H,SO,4 (concentré)

La coloration violette virant au bleu-vert indique la présence de stérols et/ou triterpénes

T2 : Test aux tropolones (Réaction de WIUSTATER):
1 mL de la solution S+ 0,2 mLL de MeOH
1 goutte de FeCl; au 1/200
0,6 mL d’eau + 0,4 mL de CHCI,

Si la couleur de la phase organique vire instantanément au rouge, ceci indique la présence

de noyau tropolone.

T3 : Test aux quinones libres (Réaction de BORNTRAEGER):
2 mL de la solution S
2 mL de NaOH 1/10

Si la coloration de la phase aqueuse vire au rouge puis au violet ceci indique la présence

des quinones libres.

T4: Test des flavonoides (Réaction de WILSTATER)

1 mL de la solution S
2 mL EtOH-H,O0 (1-1, v/v)
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Quelques gouttes de HCl + copeaux de Mg

La coloration orangée a rouge violacée et bleue indique la présence des flavonoides.

T5: Test aux alcaloides (réaction de MAYER)
1 mL de la solution S

+ quelques gouttes de HCI (concentré) jusqu'a I'obtention d'un milieu acide
+ 5 gouttes de réactif de Mayer
La formation d’un précipité blanc indique la présence des alcaloides.
Préparation du réactif de Mayer :
- Solution A: 13,5 g HgCl, + 20 mL H,O.
- Solution B: 49,8 g KI + 20 mL H,O.

Les deux solutions sont mélangées et diluées avec de 1'eau a un litre.

I1-2- Dosage des phénols totaux

I1-2-1- Principe

Le dosage des phénols totaux est un test colorimétrique, selon une méthode adoptée par
Singleton et Ross [64] avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Son principe est basé sur la
capacité de réduire ce réactif qui est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne
lors de I’oxydation des phénols.

I1-2-2- Mode opératoire

1 mL de I’extrait (1 mg/mL) est incubé avec 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu. Apres 3
min, on ajoute 1 mL d’une solution saturée de Na,CO; puis on complete le volume,
jusqu’au trait de jauge, par de I’eau distillée. Le mélange réactionnel est gardé a
I’obscurité pendant 90 minutes. Un essai a blanc est préparé dans les mémes conditions,
en absence d’extrait. Ensuite, les densités optiques (DO) sont déterminées a 725 nm a
I’aide d’un spectrophotometre. En se référant a une gamme étalon d’acide gallique, la
quantit¢ de polyphénols présents dans I’extrait est déterminée et exprimée en mg

d’équivalent d’acide gallique (AG) par g d’extrait.
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I1I-3- Dosage des flavonoides totaux

I1-3-1- Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Akrout et
al. [65] avec le trichlorure d'aluminium. Ce dernier forme un complexe jaune avec les

flavonoides qui absorbe a 415 nm.

I1-3-2- Mode opératoire

Pour chaque mesure, 1 mL de la solution a 1 mg/mL d’extrait dans le méthanol est
mélangé avec 1 mL de la solution d’AICl; (2% dans le méthanol). Apreés 10 min
d’incubation a température ambiante, on mesure la DO des mélanges a 415 nm avec un
spectrophotometre. Un essai a blanc est préparé dans les mémes conditions, en absence
d’extrait. La teneur totale en flavonoides est déterminée en utilisant une courbe standard
préparée avec la quercétine et exprimée en mg d’équivalent de quercétine (QE) par g

d'extrait.

III- METHODES CHROMATOGRAPHIQUES
III-1- Méthodes chromatographiques analytiques
I1I-1-1 La chromatographie sur couche mince (CCM)
C’est une technique d’analyse simple, trés utilisée pour séparer un mélange a analyser.
Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur plaques de gel de silice
étalé sur un support en aluminium (Merck, 60 F,s,4). Cette technique consiste a placer sur
la plaque une tache a I’aide d’un capillaire en verre et a la laisser migrer dans un solvant
ou un mélange de solvants appropriés.
Apres séchage de la plaque, la révélation est 1'étape qui permet de visualiser les positions
des taches issues du déplacement des constituants des mélanges obtenus en fin d'élution.
Les taches peuvent étre visibles ou invisibles sur la plaque, et pour les visualiser on utilise
une révélation sous lampe UV avec des réactifs chimiques.

e Révélation sous lampe UV: permet de mettre en évidence sous forme de taches

sombres des substances qui absorbent les UV a A =254 nm et A = 366 nm.
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e Révélation par I’iode: Cette méthode est utilisée pour les composés a liaisons
insaturées. L’iode s'additionne sur les doubles liaisons de la molécule qui va ressortir
en jaune sur la plaque de silice.

e Révélation par ’ammoniac: La coloration des taches sur plaque CCM exposées a
des vapeurs d’ammoniac est jaune, indiquant la présence d’un flavonoide.

e Révélateur a la vanilline sulfurique (réactif universel): Ce révélateur est dit
universel car il permet de révéler la plupart des composés organiques par des taches de
couleurs variables apres chauffage.

Pour 100 mL de solution, 1 g de vanilline est introduit dans 90 mL d’éthanol a
96%. 10 mL d’acide sulfurique sont ensuite ajoutés précautionneusement a la solution,
car il se produit une réaction exothermique.

Le révélateur a la vanilline sulfurique est conservé a 1’abri de la lumiére.

e Révélation par réactif de Neu: Ce révélateur est spécifique pour les flavonoides;

il est préparé a partir de ces deux solutions:
- Solution (A): 10 g de diphénylborate d'aminoéthanol dans 1L de méthanol.
- Solution (B): 50 g de PET (polyéthyleéne glycol) dans 1L de méthanol.
Ce réactif est constitué par un mélange de 10 mL de la solution (A) avec 8 mL de la

solution (B).

III-1-2 La Chromatographie Liquide Ultra haute Pression (UHPLC)

L’analyse du degré de pureté des produits isolés a été effectuée avec un systeme Acquity
UPLC Waters sur une colonne BEH C,g Acquity 50 mm de longueur, 2,1 mm de diametre
et 1,7 um de diametre de particules a 40 °C en mode isocratique (80% H,O/ 20% CH;CN)

avec un débit de 0,6 mL/min et une détection a 254 nm.

III-1-3 Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse
(GC\MS)

La chromatographie en phase gazeuse couplée avec la spectrométrie de masse (GC\SM)
permet la séparation des composés volatils d’un mélange par chromatographie, et leur

identification en fonction de leur rapport masse sur charge par spectrométrie de masse.
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Dans notre cas, I'analyse de la composition chimique de la fraction volatile a été effectuée
sur un systeme Agilent d'un chromatographe en phase gazeuse modele 6890 équipé d'une
colonne de silice HP-5SMS (5% Phenyl; 95% Methyl Siloxane) de longueur 30 cm, de
diametre nominal 250 pm avec un film d’épaisseur 0,25 um. Les températures de
l'injecteur et du détecteur sont respectivement 250°C et 280°C. La température du four a
été maintenue a une température initiale de 100°C pendant 1 min, une augmentation a
4°C/min jusqu'a 260°C, puis maintenue a 324°C a 10°C /min pendant 1 min. Le volume
inject¢ dans D’appareil est 1 pL. L'identification des composés a été effectuée par
comparaison de leurs spectres de masse et de leurs indices de rétention Kovats (IK) avec

les données de la littérature.

I1I-2- Méthodes chromatographiques préparatives

ITI-2-1 Chromatographie sur colonne ouverte

Cette technique est utilisée pour séparer les composés dans un mélange. Elle est basée sur
Iutilisation d’une phase stationnaire de gel de silice 60 A PF,s, 40-63 um et du gel de
silice 60 A RP;g 40-60 um et d’une phase mobile constituée par divers systémes de
solvants. La longueur et le diametre de la colonne utilisée, ainsi que la masse de silice,

dépendent de 1’échantillon a séparer.

III-2-2 Chromatographie liquide a haute performance semi-préparative (HPLC
semi-préparative)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est une technique basée sur les
mémes principes que ceux de la chromatographie classique sur colonne. C'est une
méthode de séparation des constituants d'un mélange sur un montage haute pression. Dans
notre cas, les analyses ont ¢été effectuées a 1'aide d’'une HPLC semi-préparative sur un
systtme a auto-purification de Waters avec un détecteur photodiode Array. La
purification a été réalisée en phase inverse sur une colonne X bridge C;g 5 um, 150x19
mm. L'eau a 0,1% d'acide formique et de 1'acétonitrile ont été respectivement utilisés en

tant que solvants A et B. L'élution a été suivie d'une détection UV a 254 nm et 355 nm.
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I11-2-3 Chromatographie sur couche épaisse préparative

La chromatographie sur couche épaisse a le méme principe que la chromatographie sur
couche mince sauf que cette derniere permet une analyse qualitative alors que la premiere
est préparative?. Des plaques en verre de dimensions 20x20 cm et d’épaisseur 0,5 mm ont
été préparées dont la phase stationnaire est constituée de gel de silice. L’étalement de
I’extrait se fait sous forme d’une bande sur les plaques. Apres I’élution avec le solvant qui
permet de détecter la bonne séparation, la révélation est effectuée sous UV ce qui permet
de marquer les différentes bandes qui existent. Ainsi, les bandes obtenues sont grattées et
solubilisées dans un solvant adéquat permettant ainsi la séparation des constituants de

I’échantillon. La séparation par CCE peut conduire a I’obtention de molécules pures.

IV- TECHNIQUES SPECTROSCOPIQUES

IV-1- Spectrométrie de masse (SM)

La spectrométrie de masse est une technique d'analyse permettant de détecter et
d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse. Son principe réside dans
la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport
masse/charge (m/z).

Les analyses ont été effectuées au laboratoire de ’'UMR 152 grace a un spectrometre de
masse de type trappe d’ions Thermo-Finningan® LCQ Deca XP Max équipé d’une source
d’ionisation électrospray (ESI) en mode positif et négatif. Les échantillons ont été séparés
par une colonne Phenomenex (Kinetex C;g, 150 x 4,6 mm?, 5 pm) en utilisant un gradient
de solvant commencant par 90% eau + 0,1% d’acide formique allant vers 100%
acétonitrile + 0,1% d’acide formique avec un débit de 0,8 mL/min et un volume

d’injection 20 pL. La température de la colonne a été maintenue a 30°C.

IV-2- Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire 'H, °C et 2D ont été enregistrés au
laboratoire de résonance magnétique a la Faculté des Sciences de Sfax sur un appareil de
type Briiker Avance 400 et au service commun de RMN de I’Université Paul Sabatier de

Toulouse sur un appareil de type Briikker Avance 300. Les échantillons ont été solubilisés
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dans des solvants deutériés MeOD et DMSO-d6 dans des tubes analytiques de 5 mm de
diametre. Les déplacements chimiques (J) sont exprimés en ppm. Les constantes de

couplage J sont exprimées en Hz. Le traitement des spectres a été réalisé grace au logiciel

NMR notebook 2.7 build 0.9.

Les expériences de RMN unidimensionnelle réalisées ont été les suivantes:

- RMN du proton: permet de déduire les différents types d’hydrogéne, leur nombre et
le nombre voisin de chaque noyau.

- RMN du carbone 13: Parmi les différentes techniques de RMN du "°C nous citons:

> BB (Broad Band): Ce spectre est totalement découplé (suppression des couplages
proton/carbone). Le spectre montre alors une série de singulets représentant les
différents types d’atomes de carbone.

»DEPT (Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer): Le spectre
DEPT permet de différentier les carbones selon leur hydrogénation (C,, CH, CH,
et CHj), le plus utilisé a l'heure actuelle est le DEPT 135°. Dans ce cas les
groupes CH et CH; sont positifs alors que les groupes CH, sont négatifs et les
carbones quaternaires n'apparaissent pas.

» J-modulé: Cette expérience donne la méme information que le DEPT 135°, la
seule différence réside dans le fait que les carbones quaternaires sont détectés avec
le J-mod alors qu’ils ne le sont pas avec le DEPT 135°.

Les expériences de RMN bidimensionnelle réalisées ont été les suivantes:

- 'H-"H COSY (Correlation Spectroscopy): Les spectres COSY mettent en
évidence les couplages homonucléaires 2J et *J entre les protons. Cette méthode
peut permettre de retrouver 1’enchainement des protons dans un squelette de la
molécule et donc sa nature.

- HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence): C’est une séquence qui
permet d’observer le couplage direct 'J entre un proton 'H et le carbone °C qui le
porte. Cette expérience permet d’attribuer la majorité des carbones protonés de la

molécule.
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- HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation): Cette technique permet de
détecter les couplages hétéronucléaires protons-carbones a longue distance (*J et
3J), et permet de déduire les carbones quaternaires couplés aux protons.

- NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy): L’expérience NOESY
permet d’observer les signaux de corrélation entre les paires de protons qui sont

proches dans l'espace.

V- ACTIVITES BIOLOGIQUES

V-1- Activité de piégeage de radicaux

L’activité de piégeage de radicaux (anti-radicalaire) a été déterminée en utilisant la
méthode de DPPH. C’est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité et sa
rapidité. Elle est basée sur le piégeage du radical libre stable DPPHe en présence d'un
piégeur ce qui entraine la formation de la forme non radicalaire DPPH-H.

L’activité anti-radicalaire des extraits est exprimée en concentration efficace du substrat
qui cause la perte de 50% de radical DPPH (Clsy).

2 mg de DPPH sont dissous complétement dans le méthanol dans une fiole de 50 mL.
Cette solution doit étre protégée de I’air et de la lumiere. Pour chaque extrait a analyser,
on prépare plusieurs solutions a différentes concentrations (0,6; 0,3; 0,15; 0,075; 0,0375
mg/mL). Dans des flacons protégés de la lumiére, 2 mL de chaque solution d’extrait sont
mélangés avec 2 mL de la solution DPPH (C= 10 mol/L), et une solution contrdle (essai
blanc) contenant 2 mL de méthanol et 2 mL de DPPH est aussi préparée. Les mélanges
sont gardés a I’obscurité pendant 30 minutes. Puis, on mesure la densité optique (DO) de
chaque solution a 517 nm.

La courbe donnant la variation du pourcentage d’inhibition (%) du radical DPPH en
fonction des concentrations (mg/mL) des différentes solutions est ensuite tracée.

Le pourcentage d’inhibition est exprimé par la relation suivante:

D.O.del' i
PI=(1 - ¢ O ) 100 ,
D.O. du blanc Avec : DO blanc: Absorbance sans extrait.

DO essai: Absorbance avec extrait.
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A partir de la courbe, on détermine la concentration efficace Cls relative au PI= 50% qui
sera comparée avec les antioxydants de référence (la Vitamine E et le Butyl Hydroxy

Toluéne).

La variation du pouvoir d’inhibition (PI) en fonction des concentrations de la vitamine E

et du BHT sont illustrées dans le Tableau 1.

Tableau 1: Variation des PI en fonction des concentrations de la vitamine E et du BHT
et leurs Clsg

Concentration P1(%) CIsy (mg/mL)
(mg/mL) o o

Vitamine E BHT Vitamine E BHT
0,6 95 96
0,3 94 95

0,15 93 94 0,02 0,04
0,075 90 76
0,0375 77 53

La courbe de PI=f (C) de la vitamine E et du BHT est présentée ci-dessous (Figure 9)

Figure 9: Variation des PI en fonction des concentrations de la vitamine E et du BHT
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V-2- Activité antibactérienne

V-2-1- Microorganismes

Dans le cadre de la recherche de substances naturelles antibactériennes, nous avons testé
les extraits des différents organes de deux plantes étudiées contre six souches pathogénes:
Staphylococcus Aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Salmonella enteritidis (isolat alimentaire), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922. Ces souches ont été obtenues
a partir de la collection de microorganismes disponibles au Laboratoire des Biopesticides
du Centre de Biotechnologie de Sfax.

L'activité antibactérienne a été évaluée, in vitro, par deux méthodes: la méthode de
diffusion par puits pour la détermination des diameétres des zones d'inhibition et la
méthode des séries de dilutions pour la détermination des concentrations minimales

inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales bactéricides (CMB).

V-2-2- Méthode de diffusion par puits

La méthode utilisée est celle de diffusion par puits en milieu solide pour la détermination
des diametres des zones d'inhibition telle que décrite par Tagg et McGiven [66].
Préparation de milieux: Le milieu de culture utilisé est Muller— Hinton, qui est le milieu
le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens. Sa concentration
était 38 g/L.

Préparation des suspensions: Dans un tube a hémolyse contenant 2 mL de Muller
Hinton liquide, une colonie de chaque souche de référence a été ensemencée. Cette
préculture est soumise pendant 18 h a 37°C. 20 uL de la préculture sont ajoutés a 2 mL de
Muller Hinton liquide, le tout est incubé 3 a 5 h a 37°C pour arriver a la phase
exponentielle. Sur un milieu de Muller Hinton solide, 30 pL de la suspension bactérienne
sont étalés sur la boite de Pétri. Apres un certain temps, des puits sont créés sur la boite a
I’aide de I’extrémité d’une pipette pasteur. 25 pL de chaque extrait sont introduits dans
chaque puits. La boite est laissée 2 a 3 h a 4°C pour la bonne diffusion de 1’extrait. Apres

cette incubation, les boites sont mises dans I’étuve a des températures qui correspondent a
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chaque souche.
La capacité bactériostatique de I’extrait est mesurée relativement au diamétre de la zone

d’inhibition du solvant ou de I’agent émulsifiant ayant servi a préparer I’échantillon.

V-2-3- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la
concentration minimale bactéricide (CMB)

La méthode des séries de dilution utilisée pour la détermination des concentrations
minimales (CMI et CMB) est celle décrite par Eloff et al [67]. Des précultures sont
préparées de la méme facon que celles décrites précédemment.

L’inoculum est préparé afin d’obtenir une densité bactérienne finale d’environ 106
CFU/mL. Dans les plaques a 96 puits, des séries de dilutions de ’extrait (0,078 a 10
mg/mL) convenablement solubilisés et émulsionnés sont déposées avec 1’inoculum. En
parallele, des controles sont inclus représentant un témoin de stérilité et un témoin de
croissance bactérienne. Des antibiotiques appropriés sont utilisés comme témoin positif.
Les plaques ainsi préparées sont incubées sous agitation modérée, a la température
optimale de croissance du microorganisme 37°C, pendant 24 h. Les tests ont été réalisés
en trois duplicatas. Comme indicateur de la croissance des microorganismes, 25 puL de
chlorure d’iodonitrotétrazolium (INT, 0,5 mg/mL) ont été ajoutés aux puits qui sont
ensuite incubés a 37°C pendant 30 min. Une coloration rose-rouge indique une croissance
bactérienne et son absence renseigne sur une inhibition de cette croissance par
I’échantillon testé. On détermine la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB) en ensemengant un échantillon des tubes ne
présentant pas de croissance sur la gélose de Muller-Hinton. La concentration minimale
inhibitrice (CMI) est la plus petite concentration de 1’échantillon suffisante pour inhiber
la croissance d'une souche de bactéries. La concentration la plus faible de I’échantillon a
laquelle > 99,99% des bactéries sont tuées apres 24 h d'incubation a 37°C correspond a la

CMB.
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V-3- Activités anti-inflammatoires et anti-cancéreuses

V-3-1- Culture et caractérisation des colonospheres et des tumorosphéroides

Les sphéroides tumoraux ont été obtenus a partir de 1x10* cellules Caco-2 (lignée de
cancer colorectal humain présentant une mutation du gene APC) incorporées dans 4 pL
de Matrigel (matrice complexe issue de sarcome murin) et ensemencées au-dessus de 20
pL de Matrigel déposés dans des plaques a 48 puits [68]. Aprés 30 min d’incubation a
37°C permettant la polymérisation du Matrigel, le milieu de culture DMEM additionné de
100 U/mL de pénicilline/streptomycine, 10% de SVF et de 1% d’acides aminés non
essentiels est ajouté a la culture. Dans certaines expériences, 1’expression de PAR, était
inhibée par RNA interférence (1 uM F2RL1 siRNA Accell) et apres 72 h, elle était
controlée par RT-PCR puis les cellules Caco-2 PAR,-déficientes étaient cultivées sous
forme de sphéroides.

Pour la préparation des colonosphéres [69,70], les colons de souris C57B16 males agées
de 6 a 10 semaines ou de souris C57Bl6 déficientes pour I’expression de PAR, (KO
PAR,) étaient prélevés, ouverts longitudinalement, lavés dans une solution de PBS et
incubés dans un tampon de chélation (Na,HPO, (5,6 mM), KH,PO, (8 mM), NaCl (96,2
mM), KCI (1,6 mM), saccharose (43,4 mM), D-sorbitol (54,9 mM), DL1, 4-dithiothréitol
(0,5 mM)) et  EDTA (2 mM) pendant 30 min sous agitation douce a 4°C. Apres
élimination du surnageant, les fragments de clon €taient resuspendus dans le tampon de
chélation et agités manuellement et fortement pendant 2 min. Une nouvelle incubation
était alors réalisée dans le tampon de chélation-EDTA pendant 30 min a température
ambiante avant une nouvelle resuspension dans le tampon de chélation froid et une
agitation manuelle forte pendant 1 min. Le surnageant contenant les cryptes était recueilli
par 3 étapes de remise en suspension/agitation dans le tampon de chélation froid. Les
cryptes intestinales étaient ensuite centrifugées a 43g pendant 5 min. Apres élimination du
surnageant, les cryptes étaient a nouveau remises en suspension dans le tampon de
chélation froid puis centrifugées pour éliminer les cellules isolées résiduelles. 1000

cryptes étaient incorporées dans 25 uLL de Matrigel et ensemencées dans des plaques de

48 puits ou des Labtek. Apres polymérisation du Matrigel a 37°C, 250 pLL de milieu était
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ajouté par puits contenant du DMEM F12 supplément¢ avec 100 U/mL de
pénicilline/streptomycine, 10 mM d'Hepes, 2 mM de Glutamax, du N2 (1/100), du B27
(1/50), 1 mM de N-acétylcystéine, 100 ng/mL. Wnt3a, 50 ng/mL EGF, 100 ng/mL noggin
et 1 pg/mL R Spondin-1.

Les sphéroides ont été observés quotidiennement au microscope (ApoTome) pour suivre
leur croissance. 48 h aprés l'ensemencement, les deux types de culture 3D montrent des
structures de forme ronde dont la taille augmente jusqu'au 7éme jour. A ce stade, les
cultures sont arrétées ou traitées pour un passage et un ré-ensemencement. Le milieu était
changé tous les 2 jours.

Pour le passage, les sphéroides sont incubés pendant 30 min avec une solution de
récupération (Cell Recovery Solution, Corning) sur la glace. Cette étape permet la
dissociation des sphéroides du Matrigel. Ensuite, les sphéroides sont doucement remis en
suspension dans un tube contenant du DMEM F12 supplémenté avec HEPES et
Glutamax. Apres centrifugation (43 g, 10 min), les sphéroides sont a nouveau incorporés
dans du Matrigel et remis en culture.

Pour les analyses d’immunomarquage, les sphéroides ensemencés dans les Lab-Tek sont
fixés dans le paraformaldéhyde a 2% (20 min), lavés 3 fois dans du PBS (15 minutes),
puis perméabilisés dans du PBS plus 0,5% de Triton X-100 (20 minutes). Apres deux
lavages dans du PBS additionné de glycine 100 mM (20 min), une solution de blocage
(7,7 mM de NaN3, 1% de BSA, 0,2% de Triton X-100 et 0,05% de Tween-20 dans du
PBS) a été ajoutée pendant 90 min. L'anticorps primaire a été incubé pendant une nuit a 4
°C. Apres trois lavages dans la solution de blocage (15 minutes), I'anticorps secondaire a
été mis en incubation pendant 45 min. Puis, apres des lavages dans du PBS, les lames ont
été montées dans du ProGold DAPI et observées par microscopie a balayage laser
confocal (Zeiss, LSM710). La visualisation de 1’actine a été réalisée en ajoutant Acti-
stain™ 670 pendant 30 minutes, suivie de trois lavages en PBS avant le montage.

Les controles ont été réalisés dans les mémes conditions sans anticorps primaires, avec un
anticorps secondaire uniquement, ou avec un sérum de lapin non immun ou un anticorps

de contrdle isotypique.
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Pour la stimulation des PARs, des peptides agonistes spécifiques ou leurs peptides
contréles (GENSCRIPT) étaient ajoutés, quotidiennement, au milieu de culture 48 h apres
I’initiation de la formation des sphéroides. Dans le cas des sphéroides tumoraux, cette
stimulation était réalisée apres 24 h de privation sérique.

Au 6°™ jour, le nombre et la taille des sphéroides étaient évalués par comptage visuel au

microscope ou mesure MTS, et grace au logiciel Image J.

V-3-2- Etude de la voie de signalisation PAR,/GSK3p3
- Culture cellulaire:
Nous avons choisi les deux lignées cellulaires IEC6 (murin) et Caco-2 (humain), car
elles sont fréquemment utilisées pour étudier la signalisation épithéliale intestinale et
elles représentent respectivement 1’épithélium intestinal normal ou tumoral. Les cellules
ont été cultivées a 37 °C et 5% de CO, jusqu'a atteindre 90% de confluence et le milieu a
été changé tous les 2 jours (durée de culture = 1 mois, avec passage hebdomadaire).
Pour la stimulation des PARs, les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits ou
des plaques 96 puits et cultivées dans le DMEM a 10% SVF pendant 24h. Ensuite les
cellules sont privées en sérum 24h puis stimulées avec les peptides agonistes de PAR; et
de PAR; ou les peptides controles pendant 1 h. La stimulation est arrétée par 1’addition
d’un tampon de lyse cellulaire afin d’étudier la signalisation par Western blot ou un test
MTS de viabilité est réalisé a 48h.
- Western blotting:
Les protéines des lysats cellulaires sont séparées sur des gels de polyacrylamide SDS et
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Apres blocage pendant 1 heure, a
température ambiante et sous agitation, dans une solution de tampon Tris (TBS) contenant
0,5% de lait et d’albumine sérique bovine (BSA), la membrane est incubée avec les
anticorps primaires appropriés dans du TBS-BSA-lait additionné de 0,05% de Tween
pendant une nuit a 4°C. Apres 3 lavages de 15 min avec TBS-lait, I’anticorps secondaire
« anti-rabbit » ou « anti-mouse » (Anticorps IgG H+L HRP Conjugate, Promega-WI-

USA) est incubé 1 heure a température ambiante sous agitation et la détection est ensuite
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réalisée en utilisant un substrat chimioluminescent (SuperSignal, Amersham Pharmacia
Biotech).
Pour I’analyse Western blot des sphéroides, les colonospheres de 14 puits ont été
dissociés du Matrigel avec la « Cell recovery solution » et les échantillons groupés ont été
lavés trois fois dans du DMEM FI12 supplémenté avec Hepes, Glutamax avant la
dénaturation dans un tampon de Laemmli.

L'activité kinase de GSK33:
15 millions de cellules Caco-2 a 80% de confluence ont été privées de sérum et stimulées
par des peptides agonistes PAR; ou PAR, a une concentration 100 uM. Apres 1 heure, les
cellules ont été lavées dans du PBS froid et récupérées par grattage dans le tampon de lyse
froid (50 mM de Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,1% de Triton X100, 1 mM NazVQOy,,
1 mM NaF, 1 mM Na,P,0;, I mM EDTA plus un cocktail d’anti-protéases. Apres 20
minutes d'agitation sur de la glace, les lysats ont été centrifugés 15 min a 12000g 4°C et
les surnageants ont été incubés ensuite pendant 30 min avec la protéine G sépharose
(« preclearing »). Ensuite, les surnageants ont été incubés avec 20 pL d'anticorps
GSK3p pendant 2 h a 4°C. Une incubation avec 50 uL de protéine G-Sepharose pendant
2 heures a 4°C puis un lavage dans le tampon de lyse et deux lavages en PBS, ont permis
de récupérer les complexes immuns qui ont été mis dans 7 pL. de tampon kinase (Kit
Omnia). Ensuite, D’activité kinase a été mesurée suivant le protocole indiqué par le
fournisseur du kit: Brievement, les complexes de GSK3[3 immunoprécipitée (2 ou 5 pL)
ont ét€ mis en incubation a 30°C avec le peptide substrat (Sox fluorophore chélaté) dans
un tampon de réaction kinase contenant de I'ATP. L'intensité de fluorescence a été
enregistrée toutes les 30 secondes pendant 60 min en mesurant I'A485 dans une plaque a
96 puits. Des quantités égales d’immunoprécipité de GSK3[ a partir des différents essais
ont été vérifiées par Western blot.

- Complexe de signalisation PAR,/arrestin 32/GSK3f3
Les CMT93 PAR, KO ont été produites dans I’équipe par la technique Crispr cas9 a partir
de la lignée intestinale tumorale murine CMT93. Les CMT93 WT ou PAR, KO a
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confluence dans des flacons de 75 cm” (10x10° cellules) étaient privées en sérum pendant
24 h puis stimulées pendant 1 h par 100 uM PAR,AP. Apres deux lavages dans du PBS
froid (Ca**/Mg”"), les cellules étaient récupérées par grattage dans un tampon de lyse
froid (50 mM Tris HCIL, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% de Triton X-100, 1 mM de
I'orthovanadate de sodium, 1 mM de fluorure de sodium, cocktail anti-protéases, 2 mM de
PMSF et 1 mM d'EDTA). Au bout de 20 min d'incubation sur la glace, les échantillons
étaient centrifugés a 12000g pendant 15 min, 4°C. Une partie du surnageant était réservée
pour le contrdle du lysat total et aprés un « pre-clearing » avec la protéine A-sépharose,
les échantillons étaient incubés pendant une nuit a 4°C avec les anticorps anti-} arrestine
2 (clone C16D9) ou anti-Akt (clone 11E7). Ensuite, la protéine A-sépharose était ajoutée
aux échantillons pendant 2 heures a 4°C sous agitation douce. Apres centrifugation, un
aliquot du surnageant était réservé pour le contrdle IP surnageant, et apreés 1 lavage dans
un tampon de lyse froid et deux lavages dans du PBS froid, le tampon Laemmli était
ajouté. Apres sonication et chauffage a 100°C pendant 10 min, les protéines étaient
séparées sur des gels de polyacrylamide SDS (SDS-PAGE) et transférées sur
nitrocellulose (membrane Hybond C-super, Merck Millipore). Apres blocage des sites
aspécifiques de liaison pendant 1 heure a température ambiante dans une solution de
tampon Tris (TBS) contenant 0,5% de lait sans matieres grasses et de la sérum-albumine
bovine (BSA), les membranes étaient incubées pendant une nuit a 4°C avec les anticorps
appropriés dans du TBS-BSA-lait additionné de 0,05% de Tween. Aprés incubation
pendant 1 heure a température ambiante avec les anticorps anti-souris ou anti-lapin, la
détection é€tait réalisée en utilisant un substrat chimioluminescent (SuperSignal,

Amersham Pharmacia Biotech).

V-3-3- Evaluation de la viabilité des cellules immatures inflammatoires ou
cancéreuses

Les lignées cellulaires et les sphéroides sont ensemencés dans des plaques 96 puits et 48
puits dans un volume de 100 pL et de 250 uL. de DMEM a 10% de SVF, respectivement.

24 heures apres, les cellules sont privées de sérum pendant 24 h et stimulées par les
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peptides agonistes de PAR, pendant 1 h puis traitées par les extraits de D. harra ou les
inhibiteurs pharmacologiques de GSK3 (BIO, SB216763, TOCRIS BIOSCIENCE). 48 h
apres, les cellules sont incubées a 37 °C pendant 4 h avec du MTS 20 pL/puit dans les
plaques 96 puits ou 40 pL/puits dans les plaques 48 puits; la lecture de 1’absorbance est

effectuée sur un lecteur Varioskan.

V-3-4- Immunomarquages des tissus coliques in situ

Afin de localiser I’expression des PARs dans le cdlon, nous avons choisi des échantillons
de colon humain qui ont été prélevés d’un tissu normal et des coupes réalisées sur des
prélevements de souris male normale (C57BL/6, 8 semaines). Des souris Sox9-GFP et
LGRS5-GFP ont été obtenues aupres de 1'Université de Caroline du Nord.
L’immunomarquage des coupes histologiques des colons humain et murin (Figure 10) est
une méthode permettant de révéler ’expression et la localisation de protéines, grace a
I’utilisation des anticorps spécifiques. Les marqueurs LgrS, sox9 et CD44 permettent de

situer les cellules souches dans le fond des cryptes coliques.

Figure 10: Exemple d’Immunomarquage d’une crypte colique murine: Les récepteurs CD44
(vert) et PAR1 (rouge). Les noyaux sont visualisés par un marquage au DAPI (cyan).
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I- ETUDES PHYTOCHIMIQUES DE D. SIMPLEX ET D. HARRA

I-1- Rendement d’extraction

Les rendements d’extraction obtenus par macération pour les différents organes de D.
harra et D. simplex sont récapitulés dans le Tableau 2.

Le rendement d’un extrait a été calculé selon la formule suivante :

R(%)= (masse de ’extrait / masse de la plante)” 100

Tableau 2: Rendements des extractions des différents organes
de D. simplex et D. harra

Plante séche Organes Solvants (volume en L) | Masse (g) [Rendement (%)
3 L hexane 6,4 0,7
836 g feuilles | 3 L acétate d’éthyle 5,7 0,6
3 L méthanol 27,0 32
2 L hexane 6,7 1,6
D. harra 403 g Fleurs 2 L acétate d’¢éthyle 2,5 0,6
2 L méthanol 35,8 8,8
4 L hexane 8,4 0.4
2 kg Racines | 4 L acétate d’éthyle 6,1 0,3
4 L méthanol 50 2,5
3 L hexane 3.4 0,3
1 kg Feuilles | 3 L acétate d’éthyle 12,6 1,2
3 L méthanol 56,5 5,6
2 L hexane 15,4 3,2
D. simplex 480 g Fleurs 2 L acétate d’éthyle 7,4 1,5
2 L méthanol 40,7 8,4
2 L hexane 1,8 0,3
552 g Racines | 2 L acétate d’éthyle 2,1 0,3
2 L méthanol 14,9 2,7

On remarque que les rendements des extractions augmentent en passant des racines aux
feuilles puis aux fleurs. De plus, les rendements augmentent avec la polarité du solvant

d’extraction. En effet, les rendements pour les extraits méthanoliques sont supérieurs a
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ceux a l’acétate d’éthyle ; ceux a I’hexane sont supérieurs a ’acétate d’éthyle dans la

plupart des cas.

I-2- Caractérisation phytochimique des organes de D. simplex et D. harra

I-2-1-Tests phytochimiques

Une investigation phytochimique préliminaire des extraits de D. harra et D. simplex a été

effectuée et a permis de déterminer a quelle famille chimique appartiennent les composés

présents dans ces deux especes.

Les résultats obtenus sont consignés dans les Tableaux 3 et 4.

Tableau 3 : Résultats des tests phytochimiques des différents extraits de D. harra

Extraits de D. harra

Tests
phytochimiques Feuilles Fleurs Racines
Hexane | AcOEt | MeOH | Hexane | AcOEt | MeOH | Hexane | AcOEt | MeOH

Stérols/Triterpénes + + - + + - + - -
Quinones - - - - - - - - -
Flavonoides - + + - + ++ - - +
Alcaloides - - - - - - - - -
Tropolones - - - - - - - - -

On remarque que les fleurs des deux espéces de Diplotaxis renferment des flavonoides

concentrés dans les extraits méthanoliques. De plus, nous avons remarqué I’absence des

quinones, des alcaloides et des tropolones dans tous les extraits des deux especes.

Tableau 4: Résultats des tests phytochimiques des différents extraits de D. simplex

Extraits de D. simplex

phytozﬁirtrsliques Feuilles Fleurs Racines
Hexane | AcOEt | MeOH | Hexane | AcOEt | MeOH | Hexane | AcOEt | MeOH

Stérols/Triterpénes + ++ - + + - + - -
Quinones - - - - - - - - -
Flavonoides - ++ ++ - - + - - -
Alcaloides - - - - - - - - -
Tropolones - - - - - - - - -
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I-2-2-Dosage des phénols totaux et des flavonoides totaux

- Dosage des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux contenus dans les différents extraits ont été déterminées en

utilisant la courbe d’étalonnage de I’acide gallique et exprimées en mg équivalent d’acide

gallique/g d’extrait (mg AG/g d’extrait).

Les résultats obtenus sont illustrés ci-dessous :

Tableau 5: Variation de la DO en fonction
des concentrations de I’acide gallique

Concentration Densité optique
(mg/mL)
0,0093 0,14
0,0187 0,38
0,0375 0,61
0,075 1,03
0,15 1,50

Courbe 1: Courbe de variation de la DO en fonction
des concentrations de I’acide gallique

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau 6. On remarque que tous les

extraits polaires des trois organes (racines, feuilles et fleurs) des deux especes renferment

des phénols dont les teneurs augmentent avec la polarité du solvant d’extraction a

I’exception de I’extrait a 1’acétate d’éthyle des feuilles de D. simplex.
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Tableau 6 : Teneur en polyphénols des différents extraits de D. harra
et de D. simplex

Plantes Organes Solvants Phénol totaux . Flavonoides .
(mg AG/g d’extrait) | (mg Q/g d’extrait)
Hexane - 84,0
Feuilles Acétate d’éthyle - 250,0
Méthanol 190,0 320,0
Hexane 68,0 29,6
D. harra Fleurs Acétate d’éthyle 285,0 103,6
M¢éthanol 413,5 456
Hexane - -
Racines Acétate d’éthyle 53,0 21,0
Méthanol 165,0 316,0
Hexane 65,0 77,4
Feuilles Acétate d’éthyle 487.0 429.6
Méthanol 316,5 412,0
Hexane 61,5 42.0
D. simplex Fleurs Acétate d’éthyle 108,0 96,0
Méthanol 426,5 208.0
Hexane 89,0 -
Racines Acétate d’éthyle 141,0 14,2
Méthanol 249.,5 8,6

- Dosage des flavonoides totaux

Le contenu en flavonoides a été déterminé en utilisant une courbe standard DO= f (C) est

préparée avec la quercétine, et il est exprimé en mg équivalent de quercétine/g d’extrait

(mg Q/g d’extrait). Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous :
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Tableau 7: Variation de la DO en fonction
des concentrations de la quercétine

Concentration Densité optique
(mg/mL)
0,0093 0,20
0,0187 0,32
0,0375 0,57
0,075 1,12
0,15 1,95

Courbe 2: Courbe de variation de la DO en fonction
des concentrations de la quercétine

Parallélement aux teneurs en phénols, ceux en flavonoides sont les plus importants dans
les extraits méthanoliques. Les feuilles de D. simplex se sont révélées les plus riches en
flavonoides alors que dans D. harra, ce sont les fleurs qui sont les plus riches en
flavonoides. On remarque que les fleurs des deux espéces de Diplotaxis renferment des

flavonoides concentrés dans les extraits méthanoliques.
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Tableau 8 : Teneur en flavonoides des différents extraits de D. harra
et de D. simplex

Plantes Organes Solvants (m:g/vgog?zgtesai t)
Hexane 84,0
Feuilles AcOEt 250,0
Méthanol 320,0
Hexane 29,6
D. harra Fleurs AcOEt 103,6
Méthanol 456,0
Hexane -
Racines AcOEt 21,0
Méthanol 316,0
Hexane 77,4
Feuilles AcOEt 429,6
M¢éthanol 4120
Hexane 42.0
D. simplex Fleurs AcOEt 96,0
Meéthanol 208,0
Hexane -
Racines AcOEt 14,2
Méthanol 8,6

I-3- Composition chimique des fractions volatiles des fleurs et des feuilles de D.

simplex

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude de la composition chimique des

fractions volatiles des fleurs et des feuilles de D. simplex qui n’ont jamais fait 1’objet

d’étude antérieure.

Aprés extraction par hydrodistillation des fleurs et des feuilles de D. simplex, les

compositions des fractions volatiles ont été déterminées par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-SM).
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I-3-1- Fraction volatile des fleurs de D. simplex

Le rendement d’extraction de la fraction volatile des fleurs de D. simplex est égal a 70 uLL
pour 100 g. Son analyse par GC-MS, présentée dans le Tableau 9, a abouti a
I’identification de 42 composés représentant 99,60% de la fraction volatile totale qui

contient 77,43% de composés soufrés/azotés.

L'indice de Kovats (Ik) a été utilisé comme parametre d'identification des substances dans
les fractions volatiles. L’Ik d‘un produit inconnu X est calculé suivant la formule

présentée ci-dessous en référence a une série d’alcanes (C2-C32).

tr(x) — tr(n)
tR(ﬂ + 1) — tR(H)

Ix = 100 |n +

Avec
- n est le nombre d’atomes de carbone de I’alcane ¢lué avant le produit inconnu X.
- tr(X) est le temps de rétention du produit inconnu X.
- tr(n) est le temps de rétention de I’alcane a n atomes de carbone élué¢ avant le produit inconnu
X.
- t'r(n+1) est le temps de rétention de ’alcane a n+1 atomes de carbone ¢lué apres le produit

inconnu X.

D’apres le Tableau 9, on remarque que les produits majoritaires de la fraction volatile des
fleurs de D. simplex sont respectivement le 5-(méthylthio)-pentanenitrile (38,83 %) et le

1-isothiocyanato-butane (38,60%).
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Tableau 9 : Composition chimique de la fraction volatile des fleurs de D. simplex

N° Composés identifiés Composition (%) Ik
1 | Trisulfide, dimethyl 0,39 946
2 beta-Isophorone 0,41 1016
3 | 4,5-epoxy-1-isopropyl-4-methyl-1-cyclohexene 0,24 1058
4 | alpha-Isophoron 0,22 1070
5 Cyclobutanecarbonitrile 0,29 1076
6 | Camphor 6,19 1087
7 2,4-Dithiapentane 0,30 1145
8 | 5-(méthylthio)-pentanenitrile 38,83 1186
9 | Nonanoic acid 0,21 1270
10 ‘2,2-Dimet'hy1- 1 -(2-hydroxy-1-isopropyl) propyl ester of 0.19 1330
isobutanoic acid
1| P s el S 246
12 | Decanoic acid 0,33 1365
13 | Tetradecane 0,08 1373
14 | 1-isothiocyanato-butane 38,60 1430
15 | Di(tert-butyl) trisulfide, perfluoro- 0,33 1449
16 | Benzoic acid, p-tert-butyl- 2,32 1499
17 | Dodecanoic acid 0,08 1551
18 | Beta-tumerone 0,08 1636
19 | N-methyl-1,3-dithioisoindoline 0,85 1646
20 | 1,2,4,5-Tetrathiane 0,41 1697
21 | Tetradecanoic acid 0,27 1735
22 | 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl 0,29 1807
23 Zlig;ldel—tert—butyl— 1-oxaspiro[4,5]deca-6,9-diene-2,8- 0.35 1884
24 | 1,4-Dithiin-2-methanol, 5,6-dihydro-3-methyl- 0,85 1907
25 | n-Hexadecanoic acid 1,87 1938
26 | 1-Octadecene 0,13 2043
27 | Phytol 0,24 2075
28 | 9,17-Octadecadienal, (Z)- 1,18 2110
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29 | Octadecanoic acid 0,58 2133
0 | e 22 i
31 | Bicyclopentyl-1,1'-diene 0,17 2162
2 o1 Ty
33 | Tricyclo[4.2.1.1(2,5)]decan-3-ol 0,13 2190
34 _1(,12élz/{legtg?gf)benzocyclodecene, 1,2,3 ,4,4a,5,8,9, 12,12a 0.13 112
35 | Phenol, 2-(2-benzoxazolyl)- 0,24 2309
36 | Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester 0,34 2354
37 | n-Heptadecylcyclohexane 0,25 2370
38 | Pentacosane 0,30 2451
39 | 2-Benzyl-2-methyl-1,3-oxathiolane 0,59 2606
40 | Hexacosane 0,24 2636
41 | 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diundecyl ester 0,33 2697
42 | Heptacosane 0,44 2756

I-3-2- Fraction volatile des feuilles de D. simplex

La composition chimique de la fraction volatile des feuilles de D. sSimplex est présentée

dans le Tableau 10. Son rendement d’extraction est égal a 20 pL pour 100 g. Son

analyse par GC-MS a permis d’identifier 25 composés représentant 98,45% de la fraction

volatile totale qui contient 53,70% des cétones et 33,23% des composés soufrés/azotés.

Les composés les plus abondants sont le 3,5-diméthylcyclohexen-1-one (38,59%), le 5-

méthylthiopentanenitrile (15,74%), le 2,6-diméthoxy-3,5-bis(méthylthio)-1,4-

benzoquinone (15,11%), le 1-isothiocyanatobutane (12,56%) et le cyclobutanecarbonitrile

(4,93%).
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Tableau 10 : Composition chimique de la fraction volatile des feuilles de D. simplex

N° | Composés identifiés Composition (%) I
2 | Cis-3-hexenyl acetate 0,33 993
3 | Cyclobutanecarbonitrile 4,93 1072
4 | 2-methyltetrahydrothiophen-3-one 2,48 1085
5 | 5-(methylthio)-pentanenitrile 15,74 1174
6 | 2-thienylmethanol 0,43 1327
7 | 1-isothiocyanato-butane 12,56 1412
8 | Butyl thiocyanate 0,07 1433
9 | Benzoic acid , p-tert-butyl- 0,90 1477
10 | O-Fluorophenol 0,54 1646
11 | N-hydroxy-2-aminofluorene 0,05 1657
12 | Butyl methyl sulfoxide 0,11 1663
13 | Hexadecane 0,12 1732
S
15 | Hexadecanoic acid 1,29 1918
16 | Phytol 0,27 2074
17 | Linoleic acid 0,17 2106
18 | 3,5-dimethylcyclohexen-1-one 38,59 2123
19 | Nonadecane 0,17 2191
20 | Nonacosane 3,53 2197
71 g_P(I)—nl;yrido[Z,be] [1,4] benzodiazepin- 022 2308
Hexanedioic acid, bis(2-
22 ethylhexyl)ester ( 0,19 2353
23 -Zii:ll:zzlezt(l)l((l):iyr;gf;bls(methylthlo) 15,11 2383
24 glsczranmc acid, 3-hydroxy-, methyl 0.30 2595
25 | Eicosane 0,23 2622

Les deux produits majoritaires de la fraction volatile des fleurs de D. simplex sont
également présents dans la fraction volatile des feuilles de cette plante mais avec des
pourcentages plus faibles. Cependant, le produit majoritaire de la fraction volatile des

feuilles (le 3,5-diméthylcyclohexen-1-one (38,59%)) est absent de la fraction volatile des
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fleurs de cette plante.

En conclusion, les deux fractions volatiles des fleurs et des feuilles de D. simplex
présentent un pourcentage élevé de composés soufrés/azotés. Ces composés, tels que les
isothiocyanates et les nitriles, représentent une grande classe de composés produits par la
famille des Brassicaceae [71]. 1l a été montré que ces produits jouent un réle important

dans les caractéristiques des ardmes de plusieurs fractions volatiles [72].

II- ACTIVITES ANTI-RADICALAIRE ET ANTIBACTERIENNES DES
EXTRAITS DE D. SIMPLEX ET D. HARRA

II-1- Activité anti-radicalaire

L’activité anti-radicalaire a été déterminée par la méthode de DPPH pour les extraits bruts
de D. simplex et D. harra, la fraction issue de 1’extrait méthanolique des fleurs de D.

harra, le produit pur isolé (isorhamnétine-3-O-glucoside), les fractions volatiles des fleurs

et des feuilles de D. simplex.

I1-1-1- Activité anti-radicalaire des extraits de D. simplex et D. harra
Les variations des PI en fonction des concentrations des extraits bruts des deux especes de
Diplotaxis, de la fraction issue de I’extrait méthanolique de D. harra ainsi que de

I’isorhamnétine-3-O-glucoside sont illustrées dans les Tableaux 11 et 12 suivants:

Tableau 11 : Variation des PI des extraits des différents organes de D. simplex et leurs Cls

Pouvoir d’inhibition PI (%)
(mg?mL) Hexane AcOEt MeOH
Feuilles | Fleurs | Racines | Feuilles | Fleurs | Racines | Feuilles | Fleurs | Racines

0,6 13 24 13 24 54 75 20 91 37
0,3 10 20 11 20 33 61 14 87 24
0,15 7 12 8 12 24 44 9 67 15
0,075 5 7 5 7 15 23 3 40 10

0,0375 2 3 2 3 10 11 2 28 5

Clsy - - - - 0,52 0,23 - 0,12 -
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Les valeurs de Cls, sont déduites a partir des courbes présentées sur la Figure 11

suivante:

Figure 11: Variation des PI des extraits des différents organes de D. simplex

Tableau 12: Variation des PI des extraits des différents organes de D. harra et leurs Cls

Pouvoir d’inhibition PI (%)

(mg?mL) Hexane AcOEt MeOH
Feuilles | Fleurs | Racines | Feuilles | Fleurs | Racines | Feuilles | Fleurs | Racines
0,6 20 14 20 40 91 36 90 50
0,3 15 11 15 35 85 31 89 44
0,15 11 7 11 21 71 20 75 30
Insoluble
0,075 7 4 7 10 41 15 28 18
0,0375 3 2 2 2 26 8 12 7
CI; - - - - 0,22 - 0,10 0,40

Les valeurs de Clsy sont déduites a partir des courbes présentées sur la Figure 12

suivante:
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Figure 12: Variation des PI des extraits des différents organes de D. harra

Un échantillon est d’autant plus actif que la valeur de sa Cls, est faible. La comparaison
de ces Clsy avec celles des antioxydants de référence (cf Matériel et méthodes: Cls,
(vitamine E)= 0,02 mg/mL et CI5y (BHT)= 0,04 mg/mL) nous a permis de tirer les
conclusions suivantes:
> les extraits méthanoliques des fleurs de D. harra et de D. simplex présentent la plus
forte activité.
> les deux extraits a I’AcOEt des racines des deux espéces de Diplotaxis sont doués
d’une activité moyenne.

» tous les autres types d’extrait présentent une activité antioxydante faible ou nulle.

I1-1-2- Activités anti-radicalaires des fractions volatiles de D. simplex
Les variations des PI en fonction des concentrations des fractions volatiles des feuilles et

des fleurs de D. simplex sont illustrées dans le Tableau 13 :
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Tableau 13 : Variation des PI des fractions volatiles des feuilles/fleurs
de D. simplex et leurs Cls

Pouvoir d’inhibition PI (%)
C (mg/mL) . . . . .
Fraction volatile des feuilles | Fraction volatile des fleurs

0,6 42 96

0,3 20 65
0,15 9 37
0,075 4 22
0,0375 2 12
Clso - 0,23

Les valeurs de Clsy sont déduites a partir des courbes présentées sur la Figure 13

suivante:

Figure 13: Variation des PI des fractions volatiles des feuilles/fleurs de D. simplex

La fraction volatile des fleurs de D. simplex présente une activité antioxydante moyenne
comparativement a la vitamine E (Clso= 0,02 mg/mL) et au BHT (CI5p= 0,04 mg/mL)(cf
Matériel et méthodes) alors que celle des feuilles est inactive.

Les composés de type isothiocyanate et nitrile sont connus pour leur activité antioxydante
importante, et pourraient étre responsables de I’activité de piégeage de DPPH modérée
que nous avons mesurée dans la fraction volatile des fleurs de D. simplex (Cls, = 0,23
mg/mL). Des études antérieures ont montré que les dérivés d'isothiocyanate posseédent une
activité antioxydante qui dépend du groupe fonctionnel N=C=S [73]. A notre

connaissance, il s’agit de la premicre étude sur la composition chimique et I’activité
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antioxydante des fractions volatiles de D. simplex

II-2- Activité antibactérienne

Les extraits de D. simplex et de D. harra ont été testés contre les six souches bactériennes

suivantes: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella enteritidis. Les résultats de 1’activité

antibactérienne des différents extraits sont indiqués dans les Tableaux 14 et 15 suivants:

Tableau 14 : Activité antibactérienne des extraits des feuilles/ fleurs/ racines de D. simplex

Extraits Diametre de la zone d’inhibition (ZI, mm)
Organes | Solvant B. cereus| S aureus | E. faecalis | S enteritidis | P. aeruginosa | E. coli
Hexane 12 18 17 14 9 -
Feuilles | AcOEt 10 11 11 - 10 -
Méthanol 13 - 10 - 15 -
Hexane 10 17 - - 15 10
Fleurs | AcOEt 19 25 18 18 - -
M¢éthanol 11 17 12 9 9 10
Hexane 20 21 17 10 - 22
Racines | AcOEt 11 16 12 12 - 10
Méthanol 10 - 9 - 12 -
Gentamicine (15ug/mL) 25 30 18 18 22

Tableau 15 : Activité antibactérienne des extraits des feuilles/fleurs/ racines de D. harra

Extraits Diameétre de la zone d’inhibition (ZI, mm)
Organes | Solvant B. cereus| S aureus | E. faecalis | S enteritidis | P. aeruginosa | E.coli
Hexane 10 30 7 8 7 7
Feuilles | AcOEt 18 14 12 10 14 15
M¢éthanol Non testé
Hexane 10 12 7 10 10 11
Fleurs AcOEt 11 - - - - -
M¢éthanol - 15 11 10 7 -
Hexane Non testé
Racines | AcOEt 12 29 4 | 10 7 10
Méthanol Non testé
Gentamicine (15ug/mL) | 25 30 18 | 18 22
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Par comparaison avec I’antibiotique de référence (gentamicine), nous avons montré que :

» Les extraits a I’acétate d’éthyle des fleurs, a I’hexane des feuilles et des racines
de D. simplex ont une forte activité inhibitrice vis a vis de plusieurs souches
bactériennes,

» L’extrait a ’AcOEt des feuilles de D. harra est aussi actif sur plusieurs
souches.

» L’extrait a I’AcOEt des racines de D. harra est aussi trés réactif sur deux
souches : S aureus et E. faecalis.

» L’extrait a I’hexane des feuilles de D. harra est trés actif sur la souche : S

aureus avec une ZI= 30mm.

Ces résultats montrent bien I’intérét des extraits de Diplotaxis sp. vis a vis de souches
bactériennes pathogenes GRAM+ et GRAM-. Nos données montrent que les bactéries
Gram positif sont plus sensibles que les bactéries Gram-négatif aux différents extraits de
D. simplex et D. harra.

En se basant sur ’activité inhibitrice intéressante des extraits de D. sSimplex sur plusieurs
souches, nous avons cherché la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB) des différents extraits. Les résultats sont

indiqués dans le Tableau 16.
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Tableau 16 : Détermination des valeurs des CMI et CMB des extraits de D. simplex

Extraits CMI/CMB des extraits de D. simplex (ug/mL)
Organes | Solvant B.cereus | S aureus | E.faecalis | S enteritidis| P.aeruginosa | E. coli
Hexan 2,5 5 10 >10 >10 -
exane 10 10 10 : : ;
. 5 10 10 - >10 -
Feuilles | AcOEt 5 10 10 i i
) 2,5 - 10 - >10 -
Méthanol 5 i 10 i i
Hexane 10 5 - - >10 10
>10 10 - - - -
1,25 2,5 5 5 >10 >10
Fleurs AcOEt 125 25 5 5 i i
. 10 5 10 >10 >10 >10
Méthanol 10 10 10 i i i
Hexane 0,625 0,625 2,5 2,5 - 10
0,625 0,625 5 5 - -
. 5 2,5 5 5 - -
Racines | AcOEt >10 5 5 10 i i
. 5 >10 10 10 >10 >10
Méthanol ~10 ) ~10 >10 ) -
Gentamicine 0,001 0,001 0,002 0,016 i 0,002
(15pg/mL) 0,002 0,002 0,004 0,032 0,004

Ainsi, les extraits a I’hexane des racines et a I’AcOEt des fleurs de D. simplex présentent
des valeurs intéressantes de CMB et CMI vis a vis de B. cereus et S aureus. L’extrait a
I’hexane des racines de D. simplex s’est révélé le plus actif montrant une CMB de 0,625

png/mL et CMI égale 0,625 pg/mlL.

D’apres les résultats trouvés (paragraphe II-1-1), nous avons conclu que la forte activité
antioxydante trouvée dans les extraits méthanoliques des fleurs de D. simplex et de D.
harra pourrait étre corrélée a leur richesse en flavonoides. D’aprés la littérature, ces
produits sont doués de plusieurs activités notamment activité antioxydante, anti-
inflammatoire et anticancéreuse. Des travaux antérieurs faits par notre équipe ayant
montré que les flavonoides pourraient cibler I’enzyme GSK3[ pro-inflammatoire et pro-

carcinogene, nous avons choisi comme modele d’étude biologique les cellules souches
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coliques qui sont responsables des pathologies intestinales inflammatoires et cancéreuses

ou GSK3p est suractivée.

III- MODELE D’ETUDE DES CELLULES SOUCHES COLIQUES
INFLAMMATOIRES OU CANCEREUSES

Les récepteurs activés par les protéases (Protease-Activated Receptors; PARs) sont des
récepteurs couplés aux protéines G et comportent quatre membres, PAR|, PAR,, PAR; et
PAR,. PAR, et PAR, sont connus pour leurs rdles importants dans 1’inflammation et le

cancer, en particulier au niveau intestinal [S8].

III-1- Role régulateur de PAR; et de PAR, sur les fonctions des cellules souches
coliques

Le role des PARs dans la régulation des cellules souches en général est méconnu,
notamment dans le cas des cellules souches intestinales (CSI). De plus, leur role
régulateur dans les fonctions épithéliales intestinales a jusque la été étudié avec des
modeles de lignées tumorales, ne reflétant pas la physiologie et les étapes précoces de la
transition inflammation-cancer. C’est pourquoi nous avons voulu mettre en place un
modele d’étude en 3D permettant I’étude in vitro des CSI a partir de tissu primaire et sur
lequel nous avons évalué I'impact d’une stimulation des récepteurs de protéases
inflammatoires PAR; et PAR,. La formation de sphéroides intestinaux dans cette culture

3D est basée sur les propriétés de survie et d’auto-renouvellement des CSI.

I1I-1-1- Expression de PAR, et de PAR, dans la crypte colique

Nous avons d’abord recherché 1’expression des PARs dans les cellules immatures de la
crypte colique par immunomarquage.

Comme montré sur les Figures 14 et 15, au niveau du colon murin et du colon humain,
PAR; et PAR,; sont localisés dans l'ensemble de la crypte. Le marquage d’immaturité
CD44 montre un marquage localisé de facon prédominante au fond des cryptes mais aussi

dans le stroma. La co-localisation des PARs et de CD44, mais aussi leur expression dans
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les cellules souches Lgr5+ ou Sox9+ (Figure 16) montre que PAR; et PAR, sont

exprimés par les cellules immatures coliques.

Figure 14: IHC de I’expression de PAR |, PAR; et CD44 dans le c6lon humain

Figure 15 : IHC de I’expression de PAR |, PAR; et CD44 dans le c6lon murin
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Il est a noter que PAR, et PAR, sont exprimés tant au niveau du pole apical que du pdle
basolatéral des cellules épithéliales coliques polarisées mais avec une nette prédominance
de la localisation apicale dans les cellules du haut de la crypte (Figures 14-15 et Figure

17).

Figure 16: Expression de PAR; et de PAR; dans les cellules souches
coliques Sox9-GFP et LGR5-GFP

Figure 17: Localisation apico-basale de PAR; et de PAR; dans 1’épithélium intestinal

Pour étre dans un mode¢le in vitro proche de 1’architecture intestinale, nous avons mis en

place une culture en 3D des cryptes a partir de colon murin (colonosphéres) ou de colon
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humain tumoral (lignée Caco-2, sphéroides tumoraux). PAR; et PAR; sont exprimés dans

les deux modeles de sphéroides, essentiellement en position basolatérale (Figure 18).

Figure 18: Expression de PAR; et de PAR; dans les sphéroides coliques
tumoraux

I1I-1-2- Impact de P’activation de PAR; et de PAR, sur la survie et la prolifération
des cellules souches coliques cultivées en 3D

Apres avoir confirmé la présence des PARs dans les colonosphéres et les sphéroides
tumoraux, nous avons stimulé ces sphéroides avec des peptides agonistes des PARs (PAR
AP) ou leurs peptides controles afin d’étudier I’impact sur le développement des

sphéroides.
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Nous avons observé (Figure 19) que le nombre et la taille des sphéroides traités par
PAR,AP ont été réduits par rapport aux témoins. Par contre, sous stimulation par PAR;,
les sphéroides deviennent plus grands et leur nombre a €té augmenté par rapport aux

témoins. Donc PAR, et PAR,; régulent de facon opposée les cellules immatures coliques.

Figure 19: Croissance des sphéroides coliques sous stimulation de PAR; et de PAR,.
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Ces données suggérant que PAR, puisse exercer un frein sur la prolifération des cellules
souches coliques, nous avons cultivé des sphéroides a partir de colon murin KO pour
PAR, ou de cellules Caco-2 traitées par un siRNA dirigé contre PAR,. De fagon
concordante, nos résultats (Figure 20) montrent que le nombre de cellules exprimant le
marqueur de prolifération Ki67 augmente dans les sphéroides déficients pour 1’expression

de PAR,; comparativement aux controles.

Figure 20: PAR; diminue la prolifération des cellules souches coliques
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Si PAR, inhibe la prolifération des cellules souches de la crypte, il semble qu’il soit
indispensable a leur survie. En effet, le nombre de colonosphéres diminue lorsque les
cellules sont déficientes pour I’expression de PAR, et la stimulation par PAR ne restaure
pas le nombre des colonospheres, alors que la stimulation de PAR, protége les cellules
épithéliales du stress de dé-adhésion lors du passage de la culture ou lors du stress de

privation sérique (Figure 21).

Figure 21: PAR; est nécessaire a la survie des sphéroides coliques

L’absence de PAR, entraine I’apoptose des cellules épithéliales souches (Figure 22).

Figure 22: La caspase 3 est activée dans les sphéroides coliques PAR,-déficients
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I11-2- Mise en évidence d’une voie de survie cellulaire PAR,/GSK3f

La GSK3p est une kinase qui joue un role important dans la survie cellulaire et qui freine
la prolifération cellulaire. Il était donc intéressant d’explorer une éventuelle activation de
cette kinase par PAR,.

Nous avons incubé les sphéroides avec des inhibiteurs pharmacologiques de GSK3f (BIO
et SB216763) et cela a induit une diminution du nombre de colonosphéeres et de
sphéroides tumoraux en ’absence ou en présence de ’agoniste peptidique de PAR,
(Figure 23). En accord avec ce résultat, nous avons observé une activation basale de
GSK3p dans les sphéroides qui est inhibée lorsque 1’expression de PAR, est éteinte
(Figure 24). Ces résultats montrent que PAR; joue un role important dans la survie des

cellules souches coliques normales ou tumorales via 1’activation de GSK3p.

Figure 23: Impact des inhibiteurs pharmacologiques de GSK3[ sur les sphéroides coliques

Figure 24: Marquage de la forme inhibée de GSK3f dans les sphéroides coliques
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Nos résultats indiquant que PAR, controle ’activation de GSK3[ dans les cellules
immatures intestinales, nous avons voulu explorer les mécanismes qui sous-tendent cette
voie. Cette a été réalisée sur des lignées intestinales cultivées en 2D.

Dans un premier temps, nous avons vérifié que la voie PAR,/GSK3f contrdlait la survie

des cellules de la lignée non tumorale IEC6 cultivée en 2D (Figure 25).

Figure 25 : Survie cellulaire des IEC6 et inhibition
pharmacologique de GSK3[3

Dans un second temps, nous avons ¢étudié I’activation de la GSK3[ dans les cellules IEC6
et Caco-2 en suivant les variations de la forme inhibée de GSK3[3, Phospho-sérine 9
GSK3p. Comme attendu, PAR; et PAR, régulent de facon opposée la kinase (Figure 26).
La forme active d’ Akt (Pser473Akt), kinase responsable de la phosphorylation sur sérine

9 de GSK3p, varie de facon concordante.

Figure 26 : Analyse par Western blot de la signalisation de PAR; et de PAR;
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Enfin, dans une lignée intestinale (CMT93) rendue déficiente pour I’expression de PAR,,
nous avons vérifié que PAR, était bien responsable de I’activation de GSK3f et nous
avons mis en évidence un complexe de signalisation en aval de PAR, associant la protéine
adaptatrice arrestin 2, la phosphatase PP2A activatrice de GSK3p, et GSK3p (Figure
27). 1l est a noter que cette voie dépend de D’activité rho kinase, c’est a dire de
I’organisation du cytosquelette dans la cellule épithéliale. En cas d’inhibition de la rho
kinase, c’est la voie de signalisation opposée Akt, conjuguant survie et prolifération, qui

est activée (Figures 28 et 29).

CMT93 Poerd GSK3p
CMTY3PAR,KO IGSK3p
% van./ BT
ok PAR, oy OKO
Ct AP AP T 504
W0 0w w % i {
— — .
-l ™ ba—PoeroGsksp —f T ) $0s
GSK3 T
S ——— PAR, AP: S0, 100,

Figure 27: Analyse par Western blot de Pser9GSK3f dans les CMT93 WT
ou PAR,; KO
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Figure 28: Activation de GSK33 PAR;-dépendante et Rho kinase

Figure 29: Schéma de la voie PAR,/GSK3[3 dans les cellules souches
coliques.
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En conclusion, nous avons démontré que PAR, et PAR,, deux récepteurs de protéases
inflammatoires jouant un role majeur dans les pathologies digestives, sont exprimés dans
les cellules souches coliques mais régulent de fagon spécifique leurs fonctions de survie et
de prolifération. En effet, si PAR; promeut la prolifération des cellules souches par une
voie Akt, au contraire PAR; exerce un frein sur la prolifération tout en soutenant la survie
cellulaire par une voie GSK3.

La cascade de signalisation PARj/arrestin B2/PP2A/GSK3B que nous avons révélée
pourrait jouer un réle majeur dans la survie des cellules souches en état de stress, c’est a
dire en conditions inflammatoires ou cancéreuses. Elle représente donc une cible
thérapeutique d’intérét puisque son inhibition d’une part léverait le blocage de la
régénération tissulaire lors de D’inflammation et éradiquerait les cellules souches
endommagées, et d’autre part, sensibiliserait les cellules souches cancéreuses a la
chimiothérapie.

Donc nos expériences ont permis de mettre au point un nouveau modele d’étude in vitro
des cellules souches coliques inflammatoires ou cancéreuses, qui implique la voie de
signalisation PAR,/GSK3f. De plus, il s’agit du premier travail démontrant un réle des
PARs dans la régulation des CSI. Ces résultats ont fait I’objet d’une publication dans
‘American Journal of Physiology - Gastrointestinal and Liver Physiology’ [74].

Cette premicre €tude sur le role des PARs dans les cellules souches coliques ouvre de
nombreuses perspectives d’investigations tant sur un plan fondamental que thérapeutique.
Si la suractivation de GSK3f dans le cancer colorectal et I’inflammation intestinale a été
décrite a plusieurs reprises [75-77], notre travail place pour la premiere fois un récepteur,
PAR,, en amont de cette voie. Il reste a comprendre quelles sont les protéases qui activent
PAR, dans les cellules souches coliques et s’il s’agit d’une spécificité fonctionnelle d’un
pool de cellules souches. En effet, un type de cellule souche intestinale semble étre
particulierement résistant au stress et représente une population de réserve [78,79]. 11
serait donc intéressant de vérifier si PAR, joue son rdle protecteur vis-a-vis du stress dans

ce sous-type de cellule souche.
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Sur un plan thérapeutique, notre démonstration de 1’existence de la voie PAR,/GSK3f3
tant dans les cellules inflammatoires que cancéreuses coliques, suggere qu’elle puisse
jouer un rdle clef dans la transition inflammation-cancer. Cette voie serait donc a cibler
dans les stratégies de chimioprévention du cancer colorectal.

Etant donné le role majeur joué par les PARs et GSK3[ en physiopathologie, nous avons
utilisé ce modele pour rechercher par bioguidage des produits naturels capables de cibler
la voie de survie GSK3[3 dépendante de PAR,, a partir des extraits méthanoliques de D.
simplex et D. harra dont nous avons montré dans la premiére partiec de nos résultats la

richesse en composés potentiellement bioactifs.

IV- PURIFICATION BIOGUIDEE DES COMPOSES DE D. HARRA ET
CIBLAGE DES CELLULES SOUCHES COLIQUES PATHOLOGIQUES

IV-1- Fractionnement de ’extrait méthanolique des fleurs de D. harra (N110)

Apres avoir mis en évidence la richesse en composés potentiellement bioactifs de
Diplotaxis sp. et I'importance de la voie PAR,/GSK3[ dans la survie des CSI, il nous a
semblé¢ important de cibler cette voie afin d’éradiquer les cellules souches coliques
pathologiques.

L’extrait méthanolique des fleurs de D. harra, riche en flavonoides, et donc
potentiellement modulateur de GSK3f selon les résultats antérieurs de 1’équipe, a été
purifié par bioguidage en s’appuyant sur le modele de signalisation inflammatoire
PAR,/GSK3 que nous avions révélé.

Les étapes de purification de I’extrait méthanolique des fleurs de D. harra (NI10) sont

récapitulées dans I’organigramme suivant:
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6 g d’extrait méthanolique (NI10) des fleurs de

D. harra

Chromatographie sur colonne
(Gel de silice, gradient AcOEt-MeOH)

9 fractions

Fraction F3 Fraction F6

m=2g

Analyse LC-MS
Activité
Purification sur colonne (Cix. eau-acétonitrile)

13 fractions

NIL7
(200 mg)

HPLC
préparative

NIL7A, NIL7B,
NIL7C, NIL7D

NIL12
(100 mg)

NIF1
(31 mg)

Analyse MS/MS

Activité

Purification par HPLC

NIF2
(23 mg)

Figure 30: Purification bioguidée des produits de 1’extrait méthanolique des fleurs de D. harra

IV-1-1- Activité inhibitrice de GSK3p de I’extrait méthanolique des fleurs de D.

harra

Le travail antérieur de nos deux équipes d’accueil ayant démontré 1’activité inhibitrice de

glucoflavonoides naturels sur GSK3f [56], nous avons choisi Diplotaxis sp. réputée riche

en composés flavonoidiques [24] afin de rechercher d’autres composés actifs sur GSK3f.
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Nous avons testé les extraits méthanoliques des feuilles, fleurs et racines de D. harra et D.
simplex sur la lignée normale intestinale IEC6 stimulée par des peptides agonistes de
PAR,. Seuls les résultats obtenus avec les extraits de D. harra sont montrés ici car ils se
sont révélés plus actifs sur la modulation de GSK3§.

D’apres la Figure 31, ’expression de la forme inhibée de GSK3B (Pser9GSK3p) est
particulierement augmentée apres traitement par I’extrait méthanolique des fleurs de D.
harra par rapport au controle. Donc I’activité de 1’extrait des fleurs capable d’inhiber
GSK3p et cette activité pourrait étre corrélée a la teneur élevée en flavonoides dans les
fleurs [23].

Nous avons donc choisi de poursuivre le fractionnement de cet extrait.

Figure 31: Analyse par Western blot de GSK3p s/activation de PAR; et extraits de D. harra

IV-1-2- Analyse LC-MS/MS et activité biologique de la fraction F6

Le fractionnement de I’extrait méthanolique des fleurs de D. harra a été effectué sur
colonne de silice et les fractions F3 et F6 ont été collectées selon leur richesse en
flavonoides suggérée par la CCM.

Comme montré dans la Figure 32, la fraction F6 empéche [’activation par
déphosphorylation de GSK3[3 sous stimulation par PAR, mais ce n’est pas le cas pour la

fraction F3.
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Figure 32 : Analyse par Western blot de GSK3 s/activation de PAR; et fractions de D. harra

Ce résultat suggere qu’un mélange de flavonoides présents dans la fraction F6 est capable
d’inhiber GSK3p. De plus, cette inhibition dépendrait de I’activité PKC, une kinase

modulatrice de GSK3f, comme montré dans la Figure 33 :

PAR,; AP-stimulated
IECG cells
+F6

l-- J— _‘1<—Pser9GSK3[3

[ w— w—]e— GSK3p
control DMSO PEKC inh.
(Go6976
0.2uM)

Figure 33: Inhibition de GSK3[ par la fraction F6 de D. harra et implication de la PKC

Enfin, la fraction F6 favorise la survie des cellules IEC6 a 1’état basal mais est
cytotoxique en condition inflammatoire (stimulation PAR;) et pour les cellules
cancéreuses Caco-2 (Figure 34). A noter, cette fraction est également cytotoxique pour
les sphéroides Caco-2 en culture 3D, comme le sont les inhibiteurs de

GSK3p (CHIR99021, BIO et SB216763).
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Figure 34 : Cytotoxicité cellulaire de la fraction F6 de D. harra

Russo et al. ont montré que I’activation de PKC induit la sensibilit¢ des cellules
cancéreuses a I’apoptose [80]. Dans nos expériences, les flavonoides de D. harra
activeraient la PKC qui inhiberait GSK3[p, ce qui pourrait expliquer leur activité
cytotoxique vis a vis des cellules inflammatoires ou cancéreuses. D’autres travaux, dans
les cellules cancéreuses colorectales, ont montré que 1’inhibition de GSK3p dépendante
de la voie PKC est corrélée a une prolifération cellulaire [81]. Ainsi, il est possible que
I’effet cytotoxique des flavonoides soit corrélé a une perte de quiescence des cellules
souches inflammatoires ou cancéreuses. De facon importante, les cellules immatures non
inflammatoires ou cancéreuses sont épargnées par ce traitement.

L’analyse de la composition chimique de la fraction F6 a été ensuite réalisée par LC-UV-
MS/MS en mode négatif. La Figure 35 présente le profil du spectre UV a 260 nm et le

courant ionique total de la fraction F6 :
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Figure 35: Spectre UV a 260 nm (haut) et le courant ionique total (bas) de la fraction F6 de D.
harra
Des glucoflavonoides sortent a partir de 7,5 min, et c’est au total 8 flavonoides glycosylés
qui ont pu étre détectés dans cette fraction aux Tr 7,6 min, Tr 10,2 min, Tr 11,1 min, Tr
14,6 min, Tr 15,8 min, Tr 17,7 min, Tr 23,4 min et Tr 24,1 min.

Les spectres MS et MS” en mode négatif des 8 ions moléculaire sont présentés ci-dessous:
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Figure 36: Spectres MS et MS? (625) de la quercétine-3,4’-di-O-glucoside.

La masse de ce composé est de 626 g/mol déduite a partir de 1’ion quasimoléculaire m/z

625 [M-H]". Le spectre MS? présente un ion majoritaire 2 m/z 463 [M-H-162] et un autre

ion a m/z 301 [M-H-324] . Ceci est caractéristique d’une génine quercétol substituée par

2 sucres a 2 endroits différents de la génine [82]. Donc ce composé pourrait étre la

quercétine-3,4’-di-O-glucoside qui a été déja décrit dans Diplotaxis:

OH
OH
0O OH
HO
OH
OH
OH

Quercétine-3,4’-di-O-glucoside
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Figure 37: Spectres MS et MS? (609) de kaempférol-3,4’-di-O-glucoside

m/z 609 [M-H] correspond a un composé de masse 610 g/mol. Son spectre MS? montre

la présence de deux ions fils, le premier ion obtenu a m/z 447 correspond suite a la perte

N

de 162 uma (perte de glucose) et le second ion a m/z 285 correspond a une génine

kaempférol. Par comparaison a la littérature [82] ce composé correspond a une génine

kaempférol substituée par 2 glucoses en deux endroits différents. Ce composé a été

identifié au kaempférol-3,4’-di-O-glucoside.

Diplotaxis sp.

96



Résultats et discussions

OH
OH
0O OH
o
HO
OH
OH
OH o) ag
Kaempférol-3,4’-di-O-glucoside

v Tr 11,1 min
1004 639.12 NL: 4.89E7

- Diplotaxis-fraction-

. 6#470 RT: 11.08 AV: 1
80— T: -c ESI Full ms [

] 50.00-2000.00]
60
40

] 476.01
207 313.21

4 178.78 300.09 461.24 616.56 | 674.86  869.60 929.14
103_ 477.08 NL: 2.28E7

Diplotaxis-fraction-

] 6#471 RT: 11.11 AV: 1
80— T: - ¢ ESI d w Full ms2
7 639.12@38.00 [

4 165.00-1290.00]

60
40
0] 315.22
] 357.05 519.01
ol 192.04 270.83 | " [ | 733.84 815.40 904.85
T T T T f T T T f f T T f T T T T f ]
200 400 600 800 1000

m/z

Figure 38: Spectres MS et MS? (639) de I’isorhamnétine-3,4’-di-O-glucoside

La masse de ce composé est de 640 g/mol déduite a partir de I’ion de m/z 639 [M-H]". Le
spectre MS” présente un ion majoritaire 3 m/z 477, ce fragment correspond a la perte de
162 uma (perte de glucose) et un autre ion a m/z 315 correspond a une génine

isorhamnétine et a la perte de diglucoside. Ceci est caractéristique d’une génine
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isorhamnétine substituée par 2 sucres a 2 endroits différents de la génine. Par

comparaison a la littérature [83], ce composé a été identifié a I’isorhamnétine-3,4’-di-O-

glucoside :
OH
OH
OH
OH o HO
isorhamnétine-3,4’-di-O-glucoside
v' Tr 14,6 min
100— 609.24 NL: 1.23E7
i Diplotaxis-fraction-
. 6#612 RT: 14.65 AV: 1
80— T: - c ESI Full ms [
. 50.00-2000.00]
60
40
. 283.25
20 446.13
] 262.07 415.52| 533.78 | 662.06 864.25 980.10 1173.37
108— , SEET i B ' - NL: 1.02E6

. Diplotaxis-fraction-

] 6#617 RT: 14.77 AV: 1
80— T: - ¢ ESI d w Full ms2
609.19@38.00 [
155.00-1230.00]

60—
] 446.13

40

20
] 255.27
. <1 | 32719 | I581|-18I 756.05 993.71 1120.26

O T T : | * T - ‘I T Iil T T T |‘ T T . T | T II U | . T T : T
200 400 600 800 1000

m/z

Figure 39: Spectres MS et MS? (609) du kaempférol-4’-O-gentiobioside

La masse de ce composé est de 610 g/mol déduite a partir de 1’ion m/z 609 [M-H]. Le
spectre MS” présente un ion majoritaire & m/z 285 [M-H-324]" correspond a la génine

kaempférol et qui correspond 2 la perte de deux glucoses. Le fait d’avoir en MS? I’ion de

Diplotaxis sp. 98



Résultats et discussions

la génine a 100% signifie qu’elle est substituée par un diglucoside sur un seul OH [82].

Donc ce composé a

été identifié au kaempférol-4’-O-gentiobioside:
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(]
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o 0 oH oH M
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HO (o]
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Figure 40: Spectres MS et MS? (639) de I’isorhamnétine-4’-O- sophoroside
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La masse de ce composé est de 640 g/mol déduite a partir de I’ion m/z 639 [M-H]. Le
spectre MS? présente un ion majoritaire 2 m/z 315 [M-H-324] qui correspond a la génine
isorhamnétine et qui correspond a la perte de deux glucoses. D’apres Truchado et al [83],
le fait d’avoir la génine correspondant a un ion de m/z 315 (et non 314) signifie que le
glucose n’est pas substitué en 3. La présence d’un ion a m/z 477 [M-H- 162] a une
abondance environ 45% montre que la génine est substitué par deux glucoses liés en 1—2

[82]. Ce composé a été identifié a 1’isorhamnétine-4’-O-sophoroside:

OH
OCH; OH
o OH ,OH

o
o) OH
(@)
OH
o HO

OH

isorhamnétine-4’-O-sophoroside
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Figure 41: Spectres MS et MS? (609) du kaempférol-4’-O-sophoroside
Il s’agit d’un isomére du pic de Tr 14,6 min de masse 610 g/mol. Son spectre MS>
présente deux ions moléculaires a m/z 284 [M-H-324] et a m/z 429 [M-H-180] différents
du composé présenté a Tr 14,6 min a génine kaempférol substitué sur un seul OH par un
diglucoside, les 2 sucres doit donc étre liés en 1—2 [82]. Ce composé a été identifié au

kaempférol-4’-O- sophoroside:

OH

OH ,OH

Kaempférol-4’-O-sophoroside
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Figure 42: Spectres MS et MS? (639) de I’isorhamnétine-7-O-gentiobioside

Ce composé est un isomere du produit détecté a Tr 15,8 min mais a une fragmentation
différente donc I’enchainement des deux sucres doit étre différent du composé précédent.
D’aprés Ferreres et al [82] la génine est substitué par deux glucoses liés en 1—6. Ce

composé a été identifié a I’isorhamnétine-7-O- gentiobioside :
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Figure 43: Spectres MS et MS? (477) de I’isorhamnétine-3-O-glucoside
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La masse de ce composé est de 478 g/mol déduite a partir de I’ion m/z 477 [M-H]". Le
spectre MS” présente un ion majoritaire & m/z 314 signifie que la génine est une
isorhamnétine substituée par un sucre en position 3 [83]. Ce composé a été identifié

a I’isorhamnétine-3-O-glucoside :

Isorhamnétine-3-O-Glucoside

L’analyse LC-MS/MS a donc permis d’identifier 8 glucoflavonoides a génine quercétine,
kaempférol et isorhamnétine qui ont pu €tre détectés dans la fraction F6. Il reste a préciser

I’enchainement des sucres sur la génine.

IV-1-3- Analyse MS-MS et activité biologique des deux fractions NIL7 et NIL12

La purification de la fraction F6 a été poursuivie par fractionnement sur une colonne de
silice greffée C;g en utilisant un gradient de solvants de polarités décroissantes allant de
100% eau jusqu'a 100% acétonitrile. Ceci a permis d’obtenir 13 fractions, parmi
lesquelles les fractions NIL7 et NIL12 ont été retenues pour leur richesse en flavonoides
apres analyse CCM.

Les deux fractions NIL7 et NIL12 ont été analysées par MS en mode négatif.

Le spectre MS de la fraction NIL7 (Figure 44) présente quatre principaux pics a m/z 639,
a m/z 625, a m/z 609 et a m/z 477. Alors que le spectre de masse de NIL12 montre la

présence d’un ion pseudo-moléculaire majoritaire a m/z 639.
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Figure 44: Spectres de masse des fractions NIL7 et NIL12

La Fraction NIL12 (Figure 45) n’est pas toxique pour les cellules IEC6 en conditions
basales mais elle le devient pour les cellules cancéreuses Caco-2 en culture 3D mais ce

n’est pas le cas pour la fraction NIL7 (non montré).

Figure 45: Cytotoxicité cellulaire de la fraction L12 de D. harra
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IV-1-4- Purification et activité biologique de I’isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside

L’activité biologique de NIL12 nous a incités a poursuivre sa purification par HPLC

semi-préparative selon un gradient d'élution exécuté a partir d’acétonitrile. L'élution a été

contrdlée par détection UV a 254 nm et 355 nm et les fractions recueillies ont été analysés

par UPLC analytique. Un seul produit nommé NIF2 a été isolé a partir de cette fraction au

Tr= 3,89 min dans un mélange de solvant H,O-ACN (80-20: v-v).

Ce produit a été i1solé sous forme de poudre jaune, de masse 23 mg avec une pureté de

95%. Son spectre ESI-MS en mode négatif (Figure 46) montre un pic d'ion déprotoné a

m/z= 639,05 qui correspond a une isorhamnétine substituée par 2 glucoses.

Relative Abundance
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Figure 46: Spectre MS du produit NIF2.

Son spectre de RMN du "H a 400 MHz réalisé dans le DMSO-ds (Figure 47) montre la

présence des signaux suivants :

un m entre 3,1-3,7 ppm relatif aux protons de la partie sucre.

un s (3H) a & = 3,8 ppm relatif au groupement OCH; en C-3’ de I’isorhamnétine.
deux doublets 2 8 = 5,0 (1H, *J = 7,5 Hz) et 4 & = 5,5 ppm (1H, *J = 7,5 Hz)
attribués respectivement aux protons anomériques H-1" et H-1"".

deux doublets 2 & = 6,4 ppm (1H, *J = 2 Hz) et 4 6,8 ppm (1H, *J = 2 Hz) relatifs

respectivement aux deux protons H-6 et H-8.
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- und (1H,J=8,4Hz) 25 =69 ppm, un dd (1H, *J = 8,4Hz, *J=19Hz) a5=75
ppm et un d (1H, *J=1,9Hz) 4 & = 7,9 ppm attribuables respectivement aux trois

protons H-5', H-6' et H-2' du noyau B de I’isorhamnétine.
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Figure 47: Spectre de RMN du proton du produit NIF2
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Ses spectres RMN du B (BB et DEPT) effectués dans DMSO-d6 a 100 MHz (Figure

48) montrent la présence de 26 pics relatifs a 28 carbones.

CH

OCH3

CH2

Cq

CH

Figure 48: Spectres de RMN du carbone 13 (BB et DEPT) du produit NIF2
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Tableau 17: Données en RMN du composé NIF2

Atome 8 C(ppm) 6 'H(ppm) | multiplicité | J (Hz)
2 156,5
3 133,7
4 178,0
5 161,3
6 99,8 6,4 d 2
7 163,3
8 95,0 6,8 d 2
Isorhamnétine 2 157,3
10 106,1
OCH; 56,1 3.8 S
' 121,3
2' 113,9 7,9 d 1.9
3 147,4
4 150,1
5 115,7 6,9 d 8,4
6' 122,7 7,5 dd 8,4-1,9
1" 100,2 5,0 d 7,5
2" 73,5 33 m
3" 76,8 34 m
Glucose 4" 70,0 3,1 m
5" 77,9 3,1 m
6"-a 61,1 3,5 m
6"-b 61,1 33 m
" 101,1 5,5 d 7,5
Glucose o 74.8 33 m
3" 76,8 34 m
4" 70,2 3,1 m
5™ 77,6 3,1 m
6"-a 61,0 3,7 m
6"-b 61,0 34 m
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Pour déterminer I’enchainement des deux sucres, on a eu recours au spectre HMBC.
L’ ¢tude de ce spectre (Figure 49), nous a permis, a travers les corrélations carbone —
proton, d’attribuer les déplacements chimiques des protons anomériques H-1" et H-1"" :
- une tache de corrélation entre le proton H-1" (6=5,0 ppm) et le carbone C-7 (6=
163,3 ppm), donc le premier glucose est attaché a 1’isorhamnétine sur le carbone
C-7.
- une tache de corrélation entre le proton H-1" (6 =5,5 ppm) et le carbone C-3 (8 =
133,7 ppm), donc le deuxieme glucose est attaché a I’isorhamnétine sur le carbone

C-3.

Figure 49: Spectre RMN 2D HMBC du composé NIF2
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A la lumiere de ces données spectroscopiques illustrées dans le Tableau 17 et par
comparaison avec la littérature [84], il a été possible d’¢lucider la structure complete de

notre composé. Il s’agit de I’isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside.

Figure 50: Structure du composé NIF2 (isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside)

L’isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside s’est révélé cytotoxique pour les IEC6 en conditions
inflammatoires et pour les cellules cancéreuses Caco-2 en culture 3D alors qu’en
conditions basales les cellules IEC6 sont au contraire protégées du stress de privation

sérique (Figure 51).

Figure 51: Cytotoxicité cellulaire de I’isorhamnétine-3,7-di-O-
glucoside (NIF2)

Diplotaxis sp. 111



Résultats et discussions

Par contre I’isorhamnétine-3-O-glucoside, produit isolé a partir du méme extrait, ne
présente aucun effet cytotoxique vis a vis des cellules inflammatoires et cancéreuses (non
montré). Donc, I’activité de I’isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside pourrait étre expliquée
par la présence de deux groupements glucose et la fixation du deuxieéme glucose en
position 7. Ces résultats sont en accord avec Antunes-Ricardo et al [85] qui ont montré
que la glycosylation affecte 1'effet antiprolifératif de 1'extrait d'Opuntia ficus-indica, et
que I’isorhamnétine diglycosylé était plus cytotoxique par rapport a 1’aglycone
isorhamnétine vis a vis des cellules HT-29 de cancer colique. En accord avec les travaux
antérieurs de nos équipes [56], la cytotoxicité de 1’isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside

pourrait dépendre de son activité inhibitrice sur GSK3[3.

En conclusion, cette étude a révélé un nouveau glucoflavonoide modulateur de GSK3f3:
I’isorhamnétine-3,7-di-O-glucoside.

Ces résultats ont été publiés dans le journal ‘Pharmaceutical Biology’ [86].

Nous avons ensuite souhaité poursuivre la recherche de nouveaux composés dans
Diplotaxis sp. qui pourraient étre responsables des activités décelée plus haut, en nous

basant sur des techniques chromatographique et spectroscopique différentes.

V- ETUDE STRUCTURALE DES PRODUITS ISOLES DE D. SIMPLEX ET D.
HARRA

V-1- Identification et activité anti-radicalaire de NIF1 purifié a partir de I’extrait au
MeOH de D. harra

Ce composé est une poudre jaune, il réagit avec la vapeur d’ammoniac en affichant une
fluorescence jaune sous UV a 365 nm caractéristique d’un flavonoide. Son spectre de
masse ESI-MS en mode négatif (Figure 52) présente un pic moléculaire de m/z = 477
suggérant une masse atomique de 478. La génine de ce composé possede un m/z de 314

ce qui signifie que c’est une isorhamnétine substituée par un hexose en position 3.
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Figure 52: Spectres MS et MS~ (477) du produit NIF1.
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Son spectre de RMN du 'H a 300 MHz réalisé dans le MeOD (Figure 53) montre la

présence des signaux suivants :

e un m entre 3,3-3,7 ppm relatif aux protons de la partie sucre.

e uns (3H)a d = 3,5 ppm relatif au groupement OCH; en C-3’ de I’isorhamnétine.

e undad=54(1H, 3= 7,6Hz) attribué a un proton anomérique H-1".

e deux d a8 = 6,1 ppm (1H, *J = 2 Hz) et 2 6,3 ppm (1H, “J = 2 Hz) relatifs
respectivement aux deux protons H-6 et H-8.

e und (1H, 3J=28,5Hz) 4 6 = 6,9 ppm, un dd (1H, 3J=8,5Hz, “J=2Hz) 48 =17,5

ppm et un d (1H, *J = 2Hz) a4 § = 7,9 ppm attribuables respectivement aux trois

protons H-5', H-6' et H-2' du noyau B de I’isorhamnétine.
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Figure 53 : Spectre de RMN du proton du produit NIF1

Son spectre RMN du "°C réalisé a2 75 MHz dans le MeOD (Figure 54) présente 22

signaux relatifs a 22 carbones.
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Figure 54: Spectre de RMN du carbone 13 du produit NIF1

Le spectre HMBC de produit NIF1 (Figure 55) montre une corrélation entre le carbone
C3 (6=133,9 ppm) et le proton H1’* (6=5.4 ppm) ce qui confirme bien la présence d’un

glucose en position 3.
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Figure 55: Spectre RMN 2D HMBC du composé NIF1

Suite a une étude bibliographique nous avons comparé les données spectroscopiques en
RMN du "°C de notre composé NIF1 avec celles de I’isorhamnétine-3-O-glucoside [88].

Cette comparaison est récapitulée dans le Tableau 18.

Tableau 18: Déplacements chimiques RMN du "°C de I’isorhamnétine-3-O-glucoside et NIF1
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3
l’isorhamngting Z;I-eO-glucoside 8 °C de NIF1
156,2 156.9
133,0 133.9
177,5 177.9
161,1 161,6
98,8 98,4
164,0 164.5
938 93,3
156,4 157.2
104,2 104,3
55,7 55.3
121,7 1216
111,5 1129
146,4 146.9
1499 1494
1156 14,5
122,3 122,4
101,1 102.3
746 74,5
76,7 76,6
70,1 70,1
N 77.1
60,8 61,1

Cette comparaison montre une bonne concordance au niveau de tous les déplacements

chimiques. Ce qui nous a permis de proposer la structure de 1’isorhamnétine-3-O-

glucoside au notre composé NIF1.
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Figure 56: Structure du composé NIF1 (isorhamnétine-3-O-glucoside)

L’activité antioxydante par la méthode de DPPH a été déterminée pour I’extrait brut, les

fractions F6 et NIL12 ainsi que le produit pur isorhamnétine-3-O-glucoside de I’extrait

méthanolique des fleurs de D. harra.

Les variations des PI en fonction des concentrations sont rassemblées dans le Tableau 19:

Tableau 19 : Variation des PI des fractions de 1’extrait méthanolique des fleurs de D. harra

Pouvoir d’inhibition PI (%)

C (mg/mL) : : : :
Extrait Fraction F6 Lot NIL12 isorhamnétine-3-O-glucoside

0,6 90 93 91 93

0,3 89 88 90 69
0,15 75 68 64 45
0,075 28 37 35 28
0,0375 12 21 20 18
(m(g:/I;‘l’L) 0,10 0,09 0,11 0,19

Les valeurs de Cls, sont déduites a partir des courbes présentées sur la Figure 57

suivante:
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Figure 57: Variation des PI des fractions de 1’extrait méthanolique des fleurs de D. harra

D’aprés ces résultats, nous avons trouvé que I’extrait brut, ses fractions et le produit pur
sont doués d’une activité intéressante comparativement a la vitamine E (Cls5p= 0,02
mg/mL) et au BHT (Cls5p= 0,04 mg/mL). La plus forte activité est trouvée dans la fraction
F6. Cette activité pourrait étre expliquée par la synergie d’un mélange des

glucoflavonoides présents dans la fraction F6.

V-2- Identification de NIL7B purifié a partir de ’extrait au MeOH de D. harra

Ce produit a été isolé sous forme de poudre jaune a partir du lot 7 de 1’extrait au MeOH
de D. harra. La révélation par le réactif de Neu donne une tache fluorescente a 366 nm.
Son spectre ESI-MS en mode négatif (Figure 58) montre un pic pseudo-moléculaire a
m/z= 639 en accord avec une masse de 640 g/mol qui pourrait correspondre a la formule
brute C,3H3,0;7. Le spectre SM? du composé NIL7B montre un ion a m/z 315 correspond

a une génine I’isorhamnétine-3-O-diglucoside.
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Figure 58: Spectres MS, MS? (639) et MS?® (639) (ESI-MS) en mode négatif du composé NIL7B

V-3- Identification de NIL7C purifié a partir de I’extrait au MeOH de D. harra

Ce produit a été isolé sous forme de poudre jaune a partir du lot 7 de ’extrait au MeOH

de D. harra. Ce produit se présente sous forme d’une tiche sombre et apres révélation par

le réactif de Neu, il donne une tache fluorescente a 366 nm. Son spectre de masse (ESI-

MS) (Figure 59) montre un ion en mode négatif égal a m/z 463 [M-H] attribuable a une

masse €gal a 464 uma qui pourrait correspondre a la formule brute C,H,(O,,. Le spectre

MS? de I’ion de m/z 463 donne un ion majoritaire 4 m/z 301 di a la perte de 162 uma

correspondant a la perte d’un hexose.
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Figure 59: Spectres MS, MSZ(463) et MS? (463) (ESI-MS) en mode négatif du composé NIL7C

Ce produit pourrait étre identifié a une quercétine monoglucosylée (Figure 60).

OoH
OoH
o HO
OoH
o
HO o OH

OH (@]

Figure 60: Structure du composé NIL7C (quercétine monoglucosylée)

V-4- Identification de NIL7D purifié a partir de I’extrait au MeOH de D. harra

Ce produit a été isolé sous forme de poudre jaune a partir du lot 7 de 1’extrait au MeOH
de D. harra. 11 se présente sous forme d’une tiche sombre et aprés révélation par le réactif
de Neu, il donne une tiche fluorescente a 366 nm. Son spectre de masse (ESI-MS)
(Figure 61) montre un ion en mode négatif égal a m/z 477 [M-H] attribuable a une masse
égale a 478 uma et qui pourrait correspondre a la formule brute C,,H»,04,. Le spectre
MS? de I’ion de m/z 477 donne un ion majoritaire 4 m/z 315 da a la perte de 162 uma

correspondant a la perte d’un hexose. Ces données sont en bonne concordance avec celles
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du composé NIF1 décrit précédemment. Il s’agit donc d’une isorhamnétine glucosylée.
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Figure 62: Structure du composé NIL7D (isorhamnétine monoglucosylée)

V-5- Identification de L71B purifié a partir de ’extrait au MeOH de D. simplex
Le composé L71B, se présente sous forme d’une poudre amorphe jaune, a été isolé a
partir du lot 7 de D’extrait au MeOH de D. simplex comme mentionné dans

I’organigramme suivant (Figure 63):
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6 g d’extrait méthanolique (NI17)
des fleurs de D. simplex

Chromatographie sur colonne
(Gel de silice, gradient AcOEt-MeOH)

14 fractions

Fraction NI78
m= 600 mg

Purification sur colonne (Gel de silice, gradient
AcOEt-MeOH)

24 lots

Lot NI71
m= 15 mg

Purification sur plaque CCE (AcOEt-MeOH, 90-10: v-v)

L71B
(2,9 mg)

Figure 63: Purification de I’extrait méthanolique des fleurs de D. simplex

Le rapport frontal du produit L71B est égal a 0,63 sur une plaque CCM de silice dans un
€luant AcOEt- MeOH (85-15: v-v). La révélation de la plaque CCM du produit (L71B)
par la vapeur d’ammoniac et les résultats des tests phytochimiques sont en faveur de
I’identification du produit (L71B) a un flavonoide.

Son étude structurale est basée sur la technique spectroscopie UV, spectroscopie RMN de

proton, H-H COSY et NOESY.
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V-5-1 Spectroscopie UV du produit (L71B)
Son spectre UV dans le méthanol montre deux bandes a 357 nm (bande 1) et a 256 nm

(bande II), ce qui pourrait étre en faveur d’un squelette du flavonol [87].

Squelette du flavonol

Pour déterminer les positions des groupements hydroxyles, on a eu recours a I’ajout des
réactifs spécifiques (Tableau 20) pouvant apporter des modifications au spectre UV de
départ. Ainsi, suivant les déplacements des bandes I et II apres 1’addition des réactifs
spécifiques, on a pu identifier les positions des groupements hydroxyles.

L’addition du réactif AlICI; a provoqué un déplacement bathochrome de la bande I ce qui

est favorable a un OH en position 5.

» L’ajout du HCI a cette solution a provoqué un déplacement bathochrome de la bande

I ce qui confirme la présence du OH en position 5.

» L’addition du NaOMe a provoqué un déplacement bathochrome de la bande I ce qui

est favorable a un OH en position 4°.

» L’addition du NaOAc a provoqué un déplacement bathochrome de la bande II ce qui

est favorable a un OH en position 7.

» L’addition du NaOAc et H3BO; n’a présenté aucun déplacement bathochrome ce qui
confirme 1’absence d’un ortho-dihydroxyle.

Ainsi, le produit (L71B) pourrait étre un flavonol-3-O glycoside.
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Tableau 20 : Interprétation des résultats du spectre UV du composé L71B

A (nm)
Réactifs Interprétation
Bande I Bande IT
MeOH 357 256 Flavonol
AICI3 407 269 .
AICI3 + HCI 403 267 OH en position 5
NaOMe 415 272 OH en position 4’
NaOAc 387 274 OH en position 7
NaOAc + H3BO3 361 257 Pas de O-dihydroxyle

V-5-2 Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse et le
détecteur diode Array LCMS-DAD

Le systeme utilis€ pour la LCMS-DAD opére a une ionisation en mode positif et en mode

négatif.
+
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Figure 64 : Spectre de masse (ES™) du produit L71B

Le spectre de masse (ES") montre:
e Un pic moléculaire a3 m/z = 479,4 [M+H]" d’ou la masse molaire de notre produit

est égal a 478,4
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e Un pic de base a m/z = 317,3 indique la présence d’une isorhamnétine comme
aglycone de ce flavonoide. Ce pic correspond a [M+H-162]" ce qui montre la
présence d’un hexose (glucose ou galactose).

e D’autre pics a m/z=501,4 [M+Na]"; 980,7 [2M+Na]".
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Figure 65 : Spectre de masse (ES") du produit L71B

Le spectre de masse (ES’) montre :
e Un pic moléculaire a m/z = 477,3 équivalent a une masse molaire égal a 478,3

e Dimere a m/z = 955,6 correspond a [2M-H]

Figure 66: Chromatogramme LC couplé a la spectroscopie de masse (ES")
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Ce chromatogramme montre que le pic moléculaire m/z = 477,2 du produit L71B est

attribué a un temps de rétention égal a 11,9 min.

Nous pouvons affirmer que ce flavonoide est 1’isorhamnétine-3-O-hexose mais nous ne

pouvons pas distinguer si ’hexose est un glucose ou un galactose.
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Figure 67 : Spectre UV par détecteur de diode Array DAD

Ce spectre montre 3 bandes :
e Bande maximale vers 355,7 nm

e Deux bandes vers 254,7 et 210,7 nm

V-5-3 Spectroscopie de RMN 'H
Le spectre de RMN du proton a 300 MHz dans le MeOD du composé L71B est tres
complexe, il présente des signaux supplémentaires a ceux de notre produit et qui

pourraient €tre attribués a des impuretés.

Diplotaxis sp. 127



Résultats et discussions

dOAIN suep g1 .7 3mpoid np ZHNQOE & uojoid np NIAY 2102dg :89 aan3iy

128

Diplotaxis sp.



Résultats et discussions

CH aromatiques

N

OCH;

Figure 69 : Etalements du spectre de RMN du proton a 300 MHz du produit L71B dans MeOD.
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Nous avons pu identifier :
e C(Cing signaux entre 6,2 et 7,9 ppm attribués a des protons aromatiques :
» d (1H, *J= 1,8 Hz) 4 6,2 ppm relatif 2 un —~CH=
» d (1H, 4= 0,9 Hz) a 6,4 ppm relatif a un —CH=
» d(1H, 3= 8,4 Hz) a 6,9 ppm relatif a un -CH=
» dd a 7,6 ppm avec une constante de couplage ()= 8,4 ; “J= 2,1 Hz) relatif a
_CH=
» d (1H) a 7,9 ppm avec une constante de couplage (*J= 2,1 Hz) relatif a —
CH=
e un s (3H) vers 3,9 ppm correspond aux trois protons d’un CH;-O.
e un d (IH) vers 5,4 ppm correspond a un proton tres déblindé a cause de son
emplacement prés d’un ou plusieurs hétéroatomes.
Les résultats des analyses précédentes nous ont conduits a comparer les données de notre
produit (Tableau 22) a celles de 1’isorhamnétine-3-O-glucoside [88] ou I’isorhamétine-3-
O-galactoside [89].
Le spectre comparé a celui d’isorhamnétine 3-O-glucoside montre :
e 53,9 ppm attribué a OCHj;
e das5.4ppm attribué a Hy -
e dao6,2 ppm attribué a Hg
e da6,4ppm attribué a Hg
e da6,9 ppm attribué a Hs:
e dda 7,6 ppm attribué a He:
e da7,9ppm attribué a H,:
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Tableau 22 : Déplacements chimiques des protons de I’isorhamnétine 3-O glucoside/
isorhamnétine-3-O-galactoside/L71B

Isorhamnétine-3-0- L71B Isorhamnétine-3-0-
Atome glucoside galactoside
o'H Multiplicité, o'H Multiplicité, o'H Multiplicité,
(ppm) J (Hz) (ppm) J (Hz) (ppm) J (Hz)
6 6,1 d(1H); 2,1 6,2 d(1H); 1,8 6,2 d(1H); 1,9
8 6,3 d(1H); 1,8 6,4 d (1H); 0,9 6,4 d(1H) ;7,7
2’ 7.8 d(1H); 1,9 7.9 d(1H); 2,1 8,0 d(1H); 1,9
5 6,8 d(1H); 8,4 6,9 d(1H); 8,4 6,9 d(1H); 8,4
, dd (1H); 8,4- dd (1H) ; 8,4- dd (1H) ; 8,4-
6 74 2.0 7.6 21 75 1.9
CH;-0 3.8 s (3H) 3,9 s (3H) 3,8 s (3H)

La comparaison des données spectroscopiques en RMN 'H de ce composé avec celles de
I’isorhamnétine-3-O-glucoside et I’isorhamnétine-3-O-galactoside montre une bonne

concordance pour le squelette d’isorhamnétine.

L’attribution incompléte des déplacements chimiques nous a incités a utiliser le RMN a
deux dimensions (‘H-'"H COSY et NOESY) 4 300 MHz dans le MeOD. On n’a pas pu
faire 1’analyse HMQC et HMBC 4 cause du mauvais spectre RMN "°C dii a la faible

masse de notre produit.
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Figure 70 : Spectre RMN "H-"H COSY 2 300 MHz du produit L71B

Figure 71 : Spectre RMN NOESY a 300 MHz du produit L71B
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Nous avons constaté que :
e OCHj; ne correle avec aucun proton
e H;. correle avec un triplet a 3,4 ppm

Ce spectre montre des tiches de corrélation indiquant 1’existence d’interactions dipolaires

entre le proton H; et deux autres protons.

|:> Les données spectroscopiques (RMN du proton, spectroscopie UV et LCMS-DAD) du
produit L71B comparées avec celles de la littérature [90,91], ont bien montré que le
composé L71B est I’isorhamnétine-3-O-hexose (Figure 72). D’autres investigations
spectroscopiques seront complétées sur une quantité plus importante de ce produit afin de

déterminer la nature de 1’hexose.

Figure 72: Structure du composé L71B (Isorhamnétine-3-O-hexose)
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Conclusion et perspectives

De nos jours, I'utilisation des plantes restent la source prédominante dans la recherche
biomédicale. Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et
de composés naturels bioactifs.

Les extraits issus des plantes contiennent une variété des composés et des fractions
volatiles dotées des activités antioxydante, antibactérienne, antiinflammatoire et
anticancéreuse.

Mon travail de thése est une contribution a 1’étude chimique et biologique de deux plantes
largement utilisées en médecine traditionnelle: Diplotaxis simplex et Diplotaxis harra.
Dans ce contexte, nous avons montré un effet antioxydant important des extraits
méthanoliques des fleurs de D. simplex et D. harra ainsi que I’intérét des extraits de ces
deux especes vis-a-vis de souches bactériennes pathogenes GRAM+ et GRAM-. Les
résultats trouvés sur cette derniere activité nous ont permis de localiser un effet
antibactérien notable au niveau des extraits brut a I’AcOEt des fleurs, a 1’hexane des
feuilles et des racines de D. simplex. L’effet de ces extraits est confirmé par des CMI et
CMB compris entre 0,625 et 2,5 mg/mL.

D’autre part, en raison de I’effet important des fractions volatiles en phytothérapie, nous
avons ¢étudié la composition chimique et I’activité antioxydante des fractions volatiles des
feuilles et fleurs de D. simplex, I’analyse GC-MS montre la présence des composés
soufrés/azotés en pourcentage élevé tels que I’isothiocyanate et les nitriles dans les deux
fractions volatiles de D. simplex. Ces composés pourraient étre responsables de 1’activité
de piégeage de DPPH modérée trouvée dans la fraction volatile des fleurs D. simplex.

Un screening phytochimique sur les différents organes des deux plantes montre la
richesse des extraits méthanoliques en flavonoides ce qui nous a donné une idée de
rechercher des nouveaux inhibiteurs de 1’enzyme GK3p pro-inflammatoire et pro-
carcinogene.

Tout d’abord, nous avons mis au point un nouveau modele d’étude in vitro des cellules
souches coliques pathologiques, mettant en évidence le role des PARs dans la régulation

des CSI et 'importance de la voie PAR,/GSK3[ dans la survie des cellules souches
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coliques en conditions inflammatoires ou cancéreuses et donc leur rdle clef dans la
transition inflammation-cancer.

Ensuite, nous avons utilis€é ce modele pour rechercher par bioguidage des produits
naturels capables de cibler la voie de survie GSK3[p dépendante de PAR,, a partir de
I’extrait méthanolique des fleurs de D. harra.

Nous avons montré qu’une fraction enrichie en flavonoides isolé a partir de D. harra a
présenté un effet cytotoxique des cellules intestinales inflammatoires et cancéreuses.
Cette cytotoxicité est corrélée a une inhibition de GSK3f par une activation de la voie
PKC. Ces résultats ont orienté nos travaux vers la purification et 1’identification des
produits qui pourraient €tre responsables de cette activité. Ainsi, I’isorhamnétin-3,7-di-O-
glucoside pourrait étre impliqué dans ’effet cytotoxique des fleurs de D. harra qui
pourrait dépendre de son activité inhibitrice sur GSK3p. Par comparaison avec
I’isorhamnétin-3-O-glucoside, I’activité issue du diglucoside est expliquée par la présence
de deux groupements glucose et la fixation du deuxieme glucose en position 7.

En perspectives, nos résultats préliminaires montrent que de nombreux extraits et
fractions des espeéces D. harra et D. simplex témoignent d’activités antibactériennes et
antioxydantes in vitro. Ces résultats feront 1’objet de futurs travaux visant la possibilité
d’isoler de nouveaux principes actifs. De plus, nous envisageons d'étudier 1'impact d'un

traitement par I'isorhamnétin-3,7-di-O-glucoside sur la carcinogenése colique, in vivo.
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Nasri I, Bonnet D, Zwarycz B, d’Aldebert E, Khou S,
Mezghani-Jarraya R, Quaranta M, Rolland C, Bonnart C, Mas E,
Ferrand A, Cenac N, Magness S, Van Landeghem L, Vergnolle N,
Racaud-Sultan C. PAR,-dependent activation of GSK3p regulates
the survival of colon stem/progenitor cells. Am J Physiol Gastrointest
Liver Physiol 311: G221-G236, 2016. First published June 16, 2016;
doi:10.1152/ajpgi.00328.2015.—Protease-activated receptors PAR:
and PAR; play an important role in the control of epithelia cell
proliferation and migration. However, the survival of norma and
tumor intestinal stem/progenitor cells promoted by proinflammatory
mediators may be critical in oncogenesis. The glycogen synthase
kinase-33 (GSK3B) pathway is overactivated in colon cancer cells
and promotes their survival and drug resistance. We thus aimed to
determine PAR; and PAR; effects on normal and tumor intestinal
stem/progenitor cells and whether they involved GSK 3. First, PAR,
and PAR; were identified in colon stem/progenitor cells by immuno-
fluorescence. In three-dimensional cultures of murine crypt units or
single tumor Caco-2 cells, PAR; activation decreased numbers and
size of normal or cancerous spheroids, and PARx-deficient spheroids
showed increased proliferation, indicating that PAR, represses pro-
liferation. PAR>-stimulated normal cells were more resistant to stress
(serum starvation or spheroid passaging), suggesting prosurvival ef-
fects of PAR,. Accordingly, active caspase-3 was strongly increased
in PARx-deficient normal spheroids. PAR, but not PAR; triggered
GSK3p activation through serine-9 dephosphorylation in normal and
tumor cells. The PAR,-triggered GSK3B activation implicates an
arrestin/PP2A/GSK 3B complex that is dependent on the Rho kinase
activity. Loss of PAR, was associated with high levels of GSK3p
nonactive form, strengthening the role of PAR, in GSK3B activation.
GSK3 pharmacologica inhibition impaired the survival of PAR»-
stimulated spheroids and serum-starved cells. Altogether our data
identify PAR,/GSK3B as a novel pathway that plays a critical rolein
the regulation of stem/progenitor cell survival and proliferation in
normal colon crypts and colon cancer.
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CURRENT VIEWS SUGGEST THAT acute or chronic stress, such as
inflammation, may induce a switch in intestinal stem cells and
progenitors (i.e., primitive cells) toward an oncogenic pheno-
type characterized by unregulated growth and resistance to
apoptosis (58). Patients with inflammatory bowel disease
(IBD) have higher risk to develop colorectal cancer (CRC)
within their lifetime. Probably associated with a genetic pre-
disposition (55), inflammation is a major driver of colitis-
associated CRC whose specific mechanisms are not well un-
derstood.

In the intestina epithelium, protease-activated receptors
(PARs) that belong to the G protein-coupled receptor family
have been shown to regulate cell survival and proliferation
(57). PARs are cleaved by proteases leading to new PAR
amino-terminus exposure that can bind intramolecularly and
activate the receptor. Once activated, PARS trigger multiple
signaling pathways through intracellular coupling to specific G
protein subunits and to signal modulating proteins such as
B-arrestin. Expression of PAR; and PAR; isincreased in IBD
(57) and CRC (10, 65). Also, IBD- and CRC-derived tissues
exhibit increased proteolytic activities of proteases such as
thrombin and matrix metalloprotease 1 that activate PAR; and
trypsin-like serine proteases, tissue factor, and matriptase,
which activate PAR; (9, 47). PAR; and PAR; are coexpressed
in tumor cells, and they both promote IBD (23) and cancer
progression (54). Nevertheless, whether PAR; and/or PAR:
affect normal and tumor colon stem/progenitor cell prolifera-
tion and survival is not defined yet.

Most patients with IBD who develop CRC have quiescent
chronic inflammation associated with reepithelialization of
colonic mucosa by abnormal clones giving multifocal dyspla-
sia. Thus the survival of primitive intestinal epithelial cells
promoted by proinflammatory mediatorsis critical in oncogen-
esis (19, 45). In nonintestinal cells, PAR, has been shown to
promote cell survival upon stress or inflammation (39, 42). In
CRC, PAR; activation is aso protective (7, 24). PAR; activa-
tion enhances cell survival of melanomaand breast cancer cells
(38, 46). Both protease receptors regulate prosurvival pathways
such as ERK, Akt, and NF-«kB, but the final cell death or
survival depends on the cell type, the amplitude, and duration
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of agonist exposure and the biaised agonism (35, 68). Further-
more, the cross talk between PAR; and PAR;, or between
PARs and the epidermal growth factor (EGF) receptor or
integrins, could have distinct regulatory functions on cell
survival and proliferation (1, 37).

Glycogen synthase kinase-38 (GSK3B) is a major serine-
threonine kinase at the crossroad of metabolic, survival, and
proliferation pathways that has been implicated in inflamma-
tion and malignant transformation (61, 66). It is a regulator of
NF-kB and signa transducer and activator of transcription
(Stat)-3, which play key roles in driving normal cells to an
oncogenic phenotype (5, 50). Also, GSK3p regulates the Wnt
pathway, a maor player in the CRC process, as well as
epigenetic changes involved in intestinal wound healing (27,
41). In CRC, GSK3p is overexpressed and overactivated (60),
controlling cell survival and therapeutic response (17, 18, 36),
aswe have previously shown in leukemia (4, 13, 14). However,
how GSK 3 isregulated in intestinal stem/progenitor cellsand
whether it could participate in PAR-dependent cell survival
remains unknown.

We have previously shown that as;-integrins can trigger
GSK3p activation in leukemic progenitors through a RACK 1-
PP2A pathway (4, 14). In these conditions, GSK 3 is activated
through serine-9 dephosphorylation either directly by PP2A or
secondary to PP2A-induced inhibition of Akt. Indeed, in leu-
kemic progenitors, we found a clear correlation between non-
active Akt (Akt dephosphorylated at serine-473) and its active
substrate GSK 3B (GSK 33 dephosphorylated at serine-9) (6). It
is unknown if other receptors than integrins, and specifically
PAR; and PAR;, activate GSK33 in stem/progenitor cells to
favor their survival and potentialy their malignant transforma-
tion.

Based on these considerations, our study aimed to determine
whether PAR; and/or PAR; regulate normal and tumor colon
stem/progenitor cell survival and ability to grow in three-
dimensional (3D) spheres and whether this is mediated by
GSK3pB activation. We used different models [normal or can-
cer cells, 2-dimensional (2D) or 3D cultures] to investigate
whether the PAR-GSK 3B relationship could be linked to the
malignant transformation or to the adhesion of colon epithelial
cells.

MATERIALS AND METHODS
Ethics statement

Human samples. Patients were included in the registered MICILIP
study (Clinical trials no. NCT01990716) and gave written informed
consent. The protocol was approved by the local ethic committee from
Toulouse, France (Comité de Protection des Personnes Sud-Ouest et
Outre-me).

Animal samples. Animal samples complied with protocol agree-
ment 12-U1043-NV-11, approved by the local ethic committee from
Toulouse, France (animal care committee CEEA-122).

Antibodies and Pharmacological Inhibitors

Monoclonal antibodies. Monoclonal antibodies were as follows:
phospho (P)-Tyr?*¢279GSK3 clone 5G-2F, P-Ser®GSK3p clone
EPR2286Y (Merck Millipore, Molsheim, France); GSK3B clone 7,
cleaved PARP clone F21-852 (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France); CD44 clone IM7 (Biolegend, Ozyme, Saint Quentin Yve-
lines, France); PAR: clone SAM11 (LSBio, Clinisciences, Nanterre,
France), 647-conjugated 1gG Fcy2a secondary antibody (Jackson
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ImmunoResearch, Suffolk, UK); GSK3a/B mADb5676, B-arrestin 2
clone C16D9, Akt clone 11E7, P-Thr292/Tyr?%4 p44/42 MAPK (Cell
Signaling Technology, Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France);
Ki-67 clone SP6 (Abcam, Paris, France); and P-Tyr3°’PP2A (Epito-
mics).

Polyclonal antibodies. Rabbit PAR, antibody and Akt antibody
were from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX); rabbit PAR;,
active caspase-3, and actin antibodies were from Abcam (Paris,
France); P-Ser®21GSK3, P-Ser*"3Akt, p44/42 MAPK, and horserad-
ish peroxidase-conjugated secondary antibodies were from Cell Sig-
naling Technology (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France); PP2A
was from Upstate Biotechnology, Millipore; and Alexad88/Alexab55/
Alexab80-conjugated secondary antibodies were from Invitrogen Mo-
lecular Probes Thermo Fisher Scientific (Illkirch, France).

Pharmacological inhibitors. SB-216763 and 6-bromoindirubin-3'-
oxime (BIO) were from Tocris Bioscience (R&D Systems, Lille,
France). Rho kinase inhibitor Y-27632 was from Sigma.

Animals

C57BL/6 male mice (6 wk old) were purchased from Janvier (Le
Genest Saint Isle, France). C57BL/6 male mice deficient for PAR,
were from the group of Lindner et a. (33). In some experiments,
C57BL/6 wild-type (WT) and PAR, knockout (KO) littermate male
mice were used (Animal facilities, Anexplo platform; UMS US006/
INSERM, Toulouse, France). Animals were maintained in ventilated
cages (4 mice/cage) in a specific pathogen-free room at 20—24°C and
relative humidity (40—70%) with a12:12-h light-dark cycle and given
free access to food and water. In total 60 mice were included in this
study. All animal experiments were conducted in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the European
Council and were reported in accordance with the ARRIVE guidelines
(29). Animals were killed for abdominal laparotomy and colon sam-
pling by aletha overdose of intraperitoneal pentobarbital followed by
cervical dislocation.

Colons from Sox9-green fluorescent protein (GFP) or Lgr5-GFP
mice were from the University of North Carolina (44, 56, 59).

Cells

IEC-6 (ATCC-CRL-1592) and Caco-2 (ATCC-HTB-37; LGC
Standards authentification certificate) cell lines (ATCC, LGC Stan-
dards, Molsheim, France) and CMT93 (ATCC-CCL-223) were cul-
tured in Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM catalog no.
31966 with Glutamax and 1 mM sodium pyruvate) supplemented with
100 U/ml penicillin/streptomycin and 10% fetal calf serum (FCS)
without complement. Caco-2 culture medium was supplemented by
1% nonessential amino acids. All cell culture reagents were from
Invitrogen.

Both IEC-6 and Caco-2 cell lines were cultured at 37°C and 5%
COs until reaching 90% confluence, and medium was changed every
2 days. Tests to rule out the presence of mycoplasmal contamination
were performed. Cells were used for experiments before fourth
passage after thawing (culture duration = 1 mo with passage each
week). In those culture conditions, IEC-6 and Caco-2 cells were
undifferentiated (11, 64).

CMT93 cell line deficient for PAR, was generated using Crispr/
Cas9 technology. CMT93 was electroporated with mouse PAR
Crispr/Cas9 plasmid (ref. no. sc 420265; Santa Cruz). Transfected
cells were sorted by fluorescence-activated cell sorter to isolate
GFP-positive cells, from which clonal isolation and expansion were
done. Functional calcium mobilization tests were performed to vali-
date PAR; deficiency in clones. Briefly, CMT93 WT or invalidated
for PAR> were incubated with fluo 8 probe (Screen Quest Fluo-8
cacium AAT bioguest) for 30 min a 37°C and 20 min a room
temperature. PAR, or PAR; agonist peptides (APs), namely SLIGRL-
NH» or TFLLR-NH> (Genscript, Piscataway, NJ), were added to the
cells. Immediately after, fluorescence was measured at an excitation
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wavelength of 460—490 nm and emission wavelength of 515 nm.
Calcium flux assays were performed in an automated plate reader
(NOVOstar; BMG Labtech). Results are expressed as the AF/F,
representing the ratio of the fluorescence measurement of each re-
cording to the baseline measurement (mean of the fluorescence inten-
sity between 0 and 10 s).

Colonospheres and Tumor Spheroids

Colonospheres were obtained from murine crypts following the
protocols previously described (48, 56). Colon crypts were isolated
from the 2/3 ends of descendant colon of C57BL/6 male mice (8 wk
old). The colon was opened longitudinally, washed in phosphate-
buffered saline (PBS), and incubated in chelation buffer (in mM: 5.6
Na;HPO4, 8 KHPO4, 96.2 NaCl, 1.6 KCl, 43.4 sucrose, 54.9 p-sor-
bitol, and 0.5 DL-1,4-dithiothreitol) plus2 mM EDTA during 30 min
under gentle rocking at 4°C. Supernatant was then removed, and
colonic fragments were resuspended in cold chelation buffer by
manual vigourous up and down shaking for 2 min. Supernatant was
removed, and colonic fragments were further incubated in chelation
buffer plus EDTA for 30 min at room temperature. Supernatant was
removed, and colonic fragments resuspended in cold chelation buffer
were shaken vigorously for 1 min. Supernatant containing crypts was
collected through three steps of resuspension/shaking in cold chela-
tion buffer. Crypts were pelleted (43 g, 5 min), processed for RT-PCR
analysis, or resuspended in cold chelation buffer and passed through
a 21-gauge needle to dissociate the bottom from the top of colon
crypts. After being washed in cold chelation buffer and centrifuged at
43 g for 5 min, which alowsfor individual cells and small aggregates
to be discarded, 1,000 bottom crypts were embedded in 25 .l Matrigel
(EHS sarcoma tumor matrix, growth factor reduced, phenol red free;
BD Biosciences) and seeded in 48-well plates. Ten minutes after
initiation of Matrigel polymerization at 37°C, 250 pl DMEM F-12
supplemented with 100 U/ml penicillin/streptomycin, 10 mM HEPES,
2 mM Glutamax, N2 (1:100), B27 (1:50) (all from Thermo Fisher
Scientific) and 1 mM N-acetylcysteine (Sigma, Saint-Quentin Falla-
vier, France), 100 ng/ml Wnt-3a (R&D Systems), 50 ng/ml EGF
(GIBCO, Thermo Fisher Scientific), 100 ng/ml noggin (Peprotech,
Neuilly sur Seine, France), and 1 pg/ml R-spondin 1 (R&D Systems)
were added.

Tumor spheroids were obtained from 1 X 10* Caco-2 cells em-
bedded in 4 wl Matrigel seeded on top of 20 wl polymerized Matrigel
in 48-well plates (34). Later (30 min), DMEM supplemented with 100
U/ml penicillin/streptomycin, 10% FCS, and nonessential amino acids
was added for culture.

In 3D culture conditions, crypt epithelial cells and Caco-2 cells
maintain their undifferentiated phenotype (43, 48). Colonospheres and
tumor spheroids were observed daily using an apotome microscope
(HXP120; Zeiss Axio-observer) to follow their growth. After seeding
(48 h), both norma and tumor 3D cultures showed round shape
structures whose size increased until the 7th day where cultures were
stopped or processed for passage. Medium was changed every 2 days.

For passage, colonospheres were incubated for 30 min with Cell
Recovery solution (BD Transduction Laboratories, BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France) on ice. This step allows the dissociation of
spheroids from Matrigel. Next, spheroids were gently resuspended in
ice-cold BSA-coated tubes containing DMEM F-12 supplemented
with HEPES, Glutamax, and penicillin/streptomycin as described
above. After centrifugation (43 g, 10 min), spheroids were reembed-
ded in Matrigel and cultured as described.

PAR Stimulation

PAR; and PAR; activation was triggered by specific APs, TFLLR
and SLIGRL from Genscript, respectively. One hundred micromolar
APs or their reversed sequence used as controls (Genscript or Ezbio-
lab, Carmel, IN), both dissolved in Hanks' balanced salt solution,
were added to the colonosphere and serum-starved (24 h) tumor
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spheroid cultures every day from 48 h of seeding. At day 6, colono-
spheres were counted at the microscope: around 70 colonospheres
were counted in control wells. Tumor spheroids number was evalu-
ated by both microscopy and colorimetric analysis (MTS tetrazolium
compound; Promega, Madison, WI), given their high density. Spher-
oid counting was conducted through brightfield microscopy, and for
each well of culture four quadrants were analyzed along the entire
depth of the Matrigel layer. The size of colonospheres and tumor
spheroids was evaluated after importation of apotome images in the
Image J software: spheroids from 20 to 80 wm were measured, and a
threshold at 40 ,.m was choosen to calculate variationsin the different
conditions of treatment. For Western blot, colonospheres from 14
wells were dissociated from Matrigel with Cell Recovery Solution at
day 6 of culture, and pooled samples were washed three times in
DMEM F-12 supplemented with HEPES, Glutamax, and penicillin/
streptomycin before denaturation in Laemmli sample buffer.

In 2D culture, IEC-6 and Caco-2 cells were seeded in 96-well (4 X
10% cells) and 12-well (1 X 10° cells) plates. After 24 h of serum
starvation, cells were stimulated by 100 wM (or various concentra-
tions, as indicated) PAR; or PAR, APs, or their controls. At 1 h of
PAR stimulation, 12-well plates were processed to prepare cell ly-
sates. Briefly, after a wash in PBS, cells were scraped in cold lysis
buffer (20 mM TrisHCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100,
10% glycerol, 5 mM EDTA + kinase/phosphatase/protease inhibitor
cocktail). Samples were then shaken for 15 min at 4°C, further
sonicated, and denatured in Laemmli sample buffer. Cells from
96-well plates were incubated with MTS at 24 h of PAR stimulation,
and then the estimation of surviving cells was made by spectrometry
(Varioskan Flash; Thermo Fisher Scientific).

Kinase Activity

Fifteen million Caco-2 cells at 80% confluence were serum starved
and stimulated by 100 wM PAR; or PAR, APs as described above.
After 1 h, cells were washed in cold PBS and scraped in cold lysis
buffer (50 mM TrisHCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100,
1 mM NaVOs 1 mM NaF, 1 mM NasP.O;, 1 mM EDTA +
kinase/phosphatase/protease inhibitor cocktail). After 20 min agitation
on ice, lysates were centrifuged 15 min at 12,000 g at 4°C, and the
supernatants were recovered for 30 min preclearing with protein
G-Sepharose. Next, supernatants were incubated with 20 ul GSK3B
antibody for 2 h at 4°C. This was followed by an incubation with 50
wl protein G-Sepharose for 2 h at 4°C. After one wash in lysis buffer
and two washes in PBS, immune complexes were resuspended in 7
of kinase buffer (Omnia Ser/Thr peptide 13 Kit; Life Technologies,
Saint-Aubin, France). Next, the kinase assay was performed following
the protocol indicated by the Omnia kit supplier: briefly, immunopre-
cipitated GSK3B (2 or 5 pl) was incubated at 30°C with the Sox
fluorophore-chelated substrate peptide in kinase reaction buffer con-
taining ATP. Fluorescence intensity was recorded every 30 s for 60
min by measuring the absorbance at 485 nm in a 96-well plate
(Varioskan, Thermo Fischer Scientific, Villebon sur Yvette, France).
Equal amounts of immunoprecipitated GSK3B from the different
assays were checked by Western blot.

RNA Interference

Caco-2 cells were trypsinized and incubated with 1 M human
PAR; (F2RL1) small-interfering RNA (siRNA; Accell SMARTpool
SIRNA; GE Dharmacon, Lafayette, CO) in DMEM without serum in
12-well platesfor 72 h at 37°C. Accell nontargeting pool was used as
control. After, transfected cells were trypsinized and plated in Matri-
gel to form spheroids in the presence of 10% FCS, or lysed for
RT-PCR analysis. Spheroids were observed until the 4th day of
culture by microscopy and immune labeled with anti-PAR;, anti-P-
Ser®GSK 3B, or anti-Ki-67 at 48 h.
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Total RNAs were extracted using Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA) or aNucleoSpin RNA/Protein kit (Macherey Nagel) according
to the manufacturer’s instructions and were reverse transcribed
using the Maxima first-strand kit (Fermentas; Thermo Fisher Sci-
entific). cDNA (50-75 ng) was used as template for amplification
quantitative PCR with the following specific primers: for human
PAR, forward 5'-CAGTGGCACCATCCAAGGA-3' and reverse
5'-TGTGCCATCAACCTTACCAATAA-3', for human PAR; for-
ward 5'-GCGGCCCGCTGTTGT-3' and reverse 5'-ATCTA-
AGGTGGCATTTGTTGCTTT-3', for human/mouse hypoxanthine
guanine phosphoribosyltransferase (reference gene) forward 5'-
TGGGAGGCCATCACATTGT-3' and reverse 5'-TCCAGCAG-
GTCAGCAAAGAA-3', for mouse dual-specificity phosphatase 6
(DUSP6) forward 5'-GTTCTACCTGGAAGGTGGCT-3' and re-
verse 5'-TCCGTTGCACTATTGGGGTC-3'. Quantitative PCR
was prepared with LightCycler 480 DNA SYBR Green | Master
reaction mix (Roche, Mannheim, Germany) and run in duplicate on
a LightCycler 480 Instrument (Roche).

Immunoprecipitation and Western Blotting

CMT93 WT and CMT93 PAR, KO at confluence in 75-cm?
flasks (10 X 10° cells) were serum starved for 24 h and then
stimulated for 1 h by 100 M PAR; AP. After two washes in cold
PBS plus Ca?*/Mg?*, cells were scraped in cold lysis buffer: 50
mM Tris HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 1 mM
sodium orthovanadate, 1 mM sodium fluoride, antiprotease cock-
tail (Roche), 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and 1 mM
EDTA. After 20 min of incubation on ice, samples were centri-
fuged at 12,000 g for 15 min, 4°C. An aliquot of supernatant was
reserved for total lysate control, and preclearing with protein
A-Sepharose was processed before overnight incubation at 4°C
with B-arrestin 2 (clone C16D9) or Akt (clone 11E7) antibodies.
Next, protein A-Sepharose was added to samples for 2 h at 4°C
under gentle agitation. After centrifugation, an aliquot of the
supernatant was reserved for immunoprecipitation supernatant
control, and, after one wash in cold lysis buffer and two washes in
cold PBS, Laemmli sample buffer was added.

After sonication and boiling for 10 min, proteins were resolved on
SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose (membrane Hybond
C-super; Merck Millipore). The membrane was blocked for 1 h at
room temperature in Tris-buffer saline (TBS) containing 0.5% fat-free
milk and bovine serum albumin (BSA; Sigma). Next, membranes
were probed overnight at 4°C with the appropriate antibodies in
TBS-milk-BSA supplemented with 0.05% Tween. After incubation
for 1 h at room temperature with either anti-mouse or anti-rabbit 1gG
antibody coupled to horseradish peroxidase, detection was achieved
using a chemiluminescent substrate (SuperSignal; Amersham Phar-
macia Biotech).

Immunostaining

Human samples of colon mucosas were obtained from patients
undergoing a surgical resection for colon cancer or diverticulosis at
Toulouse University Hospital, France. Samples were collected away
from the tumor or diverticulosis, in normal area.

Histological sections from frozen mice (male C57BL/6, 8 wk) or
human colons in optimum-cutting temperature compound were pre-
pared. Tissues were fixed with 4% formaldehyde. After three washes
(3 X 10 min) in PBS plus 0.5% Triton X-100 and 1% BSA, dlides
wereincubated overnight in ahumid chamber with primary antibodies
in PBS-Triton X-100-BSA. After three washes in PBS-Triton X-100-
BSA, dlides were then incubated with appropriate secondary fluores-
cent-coupled antibodies for 2 h at room temperature. Slides were
finally washed three times in PBS, mounted in Prolong Gold-DAPI
(Invitrogen Molecular Probes), and analyzed by confocal laser scan-

PAR2>-DEPENDENT REGULATION OF COLON PRIMITIVE CELLS

ning using Zeiss LSM710 (Leica Microsystems, Heerbrugg, Ger-
many).

For immunocytostaining, spheroids (colonospheres and tumor
spheroids) were seeded in an eight-well Lab-Tek (Thermo Fisher
Scientific). Spheroid culture conditions were as described above for
48-well plate seeding. Spheroids were fixed in 2% paraformaldehyde
(20 min), washed three timesin PBS (15 min), and then permeabilized
in PBS plus 0.5% Triton X-100 (20 min). After two washes in PBS
plus 100 mM glycine (20 min), blocking solution (7.7 mM NaNs, 1%
BSA, 0.2% Triton X-100, and 0.05% Tween 20, in PBS) was added
for 90 min. Primary antibody was incubated overnight at 4°C. After
three washes in blocking solution (15 min), secondary antibody was
incubated for 45 min. Next, after washesin PBS, slides were mounted
in ProGold DAPI and observed by confocal laser scanning (Zeiss
LSM710). Actin staining was performed by adding Acti-stain 670
(Cytoskeleton) for 30 min followed by three washes in PBS before
mounting.

For each staining, controls were made in the same conditions with
no antibody, secondary antibody only, mouse 1gG., isotype control
(BD), or preimmune rabbit serum in conjunction with secondary
antibodies, as well as staining in PAR, KO tissue. Of note, compar-
ison of Ki-67 staining between WT and PAR, KO colons was from
littermate mice.

Statistical Analysis and Image Processing

Student’s t-test was used for experiment analysis. Time-lapse
image stacks from Apotome and confocal images were imported in
Image J software for analysis.

RESULTS

PAR; and PAR, Are Expressed in Colon Stem/Progenitor
Cells

We first investigated PAR expression in colon epithelial
stem and progenitor cells. In human and mouse colons,
PAR; and PAR; expression was detected in the entire crypt,
including at the crypt bottom within the stem/progenitor cell
zone immunoreactive for the cell adhesion receptor CD44
(Fig. 1A). Furthermore, PAR; and PAR, were expressed in
Sox9-EGFP- and Lgr5-EGFP-positive cells that were
shown to correspond to multipotent self-renewing stem cells
(3, 44) (Fig. 1B). Localization analysis shows that PAR; and
PAR, are mainly in apical location in cells of the crypt
surface and in the basolateral position in bottom cells
(Fig. 1C).

To investigate whether PAR; and PAR. have similar or
distinct regulatory effects in normal and tumor epithelial stem/
progenitor cells, we used two different 3D Matrigel-based
culture systems that are more relevant than 2D culturesto study
stem cell-related functions (51, 67). The first one corresponds
to ex vivo 3D culture of crypt bottoms of murine normal/
healthy colon that grow into multicellular structures called
colonospheres and originate from stem/progenitor cell survival
and expansion. The second model corresponds to in vitro 3D
culture of dissociated single CRC Caco-2 cells whose fraction
with stem cell-like abilities grows into multicellular structures
that we will term here tumor spheroids. Confocal analysis
showed that PAR; and PAR; are expressed in both colono-
spheres and Caco-2-derived tumor spheroids (Fig. 2A). Inter-
estingly, PAR; and PAR, were a so found mostly in basol ateral
location in spheroids (Fig. 2B).
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Fig. 1. Protease-activated receptors PAR: and PAR; are expressed in colon primitive cells. Histological sections of human or murine colon were labeled with
PARz1, PARo, or immaturity marker CD44 antibodies and analyzed by confocal microscopy. A: expression of PAR: and PAR: (red) and CD44 (green) in human
and murine colonic crypts. Controls [preimmune serum, isotype monoclonal, and PAR, knockout (KO) tissue] are shown. Human and murine data are
representative of assays from 8 individuals and 3 mice. B: X20 and X 63 views of crypts from Sox9-green fluorescent protein (GFP) and Lgr5-GFP mice. Stem
cell markers (Sox9 and Lgr5) are labeled in green, and PARs are labeled in red. Data are representative of 2 mice of each transgenic phenotype. C: apico-basal
location of PARs along the crypt (top, middle, and bottom, white arrows) was analyzed by Image J software (Stack RGB images). A representative label profiling
of PAR; and PAR; isshown (n = 3 independent experiments). Threeindividual crypts were analyzed in each experiment. For each crypt, four cells were analyzed
at either bottom, middle, or top levels. Nuclear DNA staining with DAPI is shown in al panels.

PAR; Specifically Inhibits Colonosphere and Tumor
Spheroid Growth

To study the impact of PAR activation on normal and
tumor colon epithelial stem/progenitor cell function, PAR;
and PAR2> APs or control peptides were added daily from
day 2 to day 6 of 3D cultures. Number and size of both
colonospheres and tumor spheroids treated with PAR; ago-
nist were decreased compared with controls (Fig. 3, top and
bottom). By contrast, when treated with PAR; AP, 3D
structures were larger and the number of PAR;-stimulated
colonospheres or tumor spheroids was increased compared
with controls (Fig. 3, top and bottom). These data suggest
that PAR; and PAR. oppositely impact the growth of
normal and tumor colon stem/progenitor cells.

PAR, effects on colon epithelial cell proliferation were
further assessed in colonospheres grown from PAR2-defi-
cient (PAR, KO) mice and in tumor spheroids from Caco-2
cells treated with siRNA targeting PAR, (80% decrease of
MRNA expression; Fig. 4A). Importantly, expression of
PAR; remains stable after PAR, knockdown (Fig. 4A). As
shown in Fig. 4B, the number of Ki-67-positive cells was

increased in both normal and tumor PAR,-deficient spher-
oids compared with controls. Interestingly, an increase of
Ki-67 staining was also measured in crypt bottoms of PAR,
KO colons compared with WT, and associated with a
decrease of the MAPK inhibitor DUSP6 [a major gene target
of PAR; (52)] mRNA (Fig. 4C).

Altogether these data suggest that PAR, activation inhibits
both normal and tumor stem/progenitor cell ability to prolifer-
ate and give rise to colonospheres and tumor spheroid, respec-
tively, whereas PAR; activation stimulates it.

PAR; Enhances Survival in Colon Epithelial
Stem/Progenitor Cells

We next investigated whether PAR, could impact intestinal
stem/progenitor cell survival. Indeed, after 6 days of culture,
numbers of colonospheres derived from PAR,-deficient crypt
units were significantly reduced compared with WT crypt units
(Fig. 5A). This suggests that loss of PAR, impairs colono-
sphere-forming ability. Moreover, PAR; stimulation did not
rescue PAR, KO colonosphere numbers (Fig. 5A), indicating
that PAR; cannot compensate for the loss of PAR,. Active
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A | Spheroids
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Fig. 2. PAR; and PAR; are expressed in colonospheres and tumor spheroids. Colonospheres from murine crypts and tumor spheroids from Caco-2 cells were
labeled with PAR: or PAR; antibodies and analyzed by confocal microscopy. A: colonospheres and tumor spheroids have a round shape structure with a central
lumen. They are polarized with actin (yellow) at the apical pole and express PAR: and PAR: (red). Nuclear DNA staining with DAPI and preimmune serum
controls are shown. Data are representative of 3 independent experiments. B: apico-basal location of PARS in spheroids was analyzed by Image J software (white
arrows, stack RGB images). A representative label profiling of PAR; and PAR: is shown (6 colonospheres and 6 tumor spheroids were analyzed from 3
independent experiments). Nuclear DNA staining with DAPI is shown.
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Fig. 3. PAR; and PAR: differentially control the growth of colon spheroids. Colonospheres and tumor spheroids were incubated daily with 100 uM AP specific
for PARy or PARy, or control peptides (Ct), during 6 days. Colonospheres and tumor spheroids were then counted at microscope and measured by Image J
software. Representative microscope images and number/size variations of PAR-activated colonospheres and tumor spheroids are shown in top. Number of
colonospheres is from two independent experiments performed in duplicate (mean = SE). Size of 14—20 colonospheres was calculated for each condition.
Statistical analysis of percentage variations in no. and size of colon spheroids is shown in bottom; n = 3 independent experiments, compared with the treatment
with the respective control peptides of PAR: and PAR: agonists: mean = SE. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001.
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Fig. 4. PAR: deficiency increases cell proliferation of colon primitive cells. PAR2-deficient colonospheres (from PAR2; KO mice) and tumor spheroids
(from PAR> siRNA-treated Caco-2 cells), as well as histological sections of colons from wild-type (WT) or PAR, KO littermate mice, were
immunolabeled with Ki-67 antibody to study cell proliferation. A: immunofluorescence controls of PAR> knockdown in both types of spheroids and of
PAR: expression in PAR> KO colonospheres are shown. In siRNA-treated Caco-2 cells, quantitative PCR analysis of siPAR; efficiency and of PAR1
mRNA was realized (1 experiment performed in duplicate). B: Ki-67-labeled (blue) proliferative cells were counted in 8 WT and 8 PAR, KO
colonospheres, and 8 WT and 8 siPAR> tumor spheroids, from 2 independent experiments. Data are shown as %Ki-67-positive (Ki-67*) cells compared
with the total number of cells (counted with DAPI nuclear staining) in spheroids: mean = SE. **P < 0.01 and ***P < 0.001. C: Ki-67-labeled (blue)
proliferative cellsin WT and PAR> KO colon crypts. Quantification of Ki-67" cellsin crypt bottoms compared with 20 total cells/crypt bottom (counted
with DAPI nuclear staining) from 9 crypts of 2 WT mice and 9 crypts of 2 PAR> KO mice: mean = SE. ***P < 0.001. Quantitative PCR analysis of
dual-specificity phosphatase 6 (DUSP6) mRNA from WT and PAR2 KO cryptsis shown: mean = SE compared with WT, ***P < 0.001 of 2 independent

experiments performed in triplicate.

caspase-3 staining revealed alarge number of apoptotic cellsin
PAR,-deficient colonospheres but not in control or PAR2-
stimulated colonospheres (Fig. 5B). These results strongly
suggest that PAR; is crucia for colon stem/progenitor cell
survival.

Impact of PAR, stimulation on cell survival was then
investigated in 3D and 2D culture systems. First, after gentle
dissociation and reembedding, we recovered 56 and 40% of
control and PAR;-stimulated colonospheres, respectively

(Fig. 5C). However, 70% of PARz-stimulated colonospheres
were recovered after passaging (Fig. 5C). Similarly, serum
starvation led to a decrease in the survival of the nontrans-
formed and immature IEC-6 intestinal epithelial cell line,
which was partially but significantly prevented by PAR>
stimulation (Fig. 5D). This PAR>-mediated enhancement of
cell survival was associated with a decrease of active
caspase-3 expression in colonospheres and in IEC-6 cells
(Fig. 5, E and F).

AJP-Gastrointest Liver Physiol - doi:10.1152/ajpgi.00328.2015 - www.gjpgi.org

9T0Z ‘v'T Jequierdas uo £'€¢£'022 0T Aq /Bi0°ABojoisAyd-iBdle//:dny wouy pspeojumod



http://ajpgi.physiology.org/

PAR2-DEPENDENT REGULATION OF COLON PRIMITIVE CELLS G229

A C D
Colonospheres Colonospheres IECS6 cells
(Day 6 of culture) E SLRl A (Day 5 after passage) (48h of serum starvation) E*}fgs
Number % Number % Survival %
ko skskok
*
_— 100 —
150 — I sk 100
ES T
80 4 sk
100 —| oty
60
_ns_ 30
T 40
50 -
20
wT PAR,KO Ct  PAR, PAR, Ct  PAR,
AP AP AP
(treatment before passage)
B E  Colonospheres

Active Caspase 3 (dissociated from matrigel)

Caspase 3 Ct PAR,

AP
<« Pro-caspase 3

<«Active Caspase 3

<« Actin

| | e

F IEC6 cells

(48h of serum starvation)

Ct PAR,
AP
<«Active Caspase 3
wT wWT PAR, KO b0k
PAR, AP
<« Actin
Colonospheres 1095

Fig. 5. PAR> enhances the survival of colon primitive cells. A: no. variation of colonospheres from PAR, KO mice, stimulated or not by PAR: agonist peptide
(PAR:1 AP) compared with WT; n = 3 independent experiments performed in duplicate, compared with WT colonospheres: mean = SE. *P < 0.05 and
**P < 0.01. PAR; AP-treated PAR, KO assay was not statistically different from untreated PAR> KO. B: immunolabeling (blue) of active caspase-3 in
colonospheres from PAR2 KO mice compared with WT or PARz-stimulated WT colonospheres. Z-stack images and nuclear DNA staining with DAPI are shown.
Representative of 3 independent experiments. C: control peptide (Ct) and PAR AP-stimulated colonospheres were processed for passage and counted at day 5
after reembedding in Matrigel; n = 3 independent experiments performed in duplicate compared with the treatment with the respective control peptides of PAR;
and PAR; agonists: mean = SE. *P < 0.05 and **P < 0.01. Only 56% of control passaged colonospheres were recovered at day 5 of culture (***P < 0.001).
D: serum (FCS)-starved IEC-6 cells in 2-dimensional (2D) culture were treated with 100 uM PAR2 AP or control peptide, and their survival was measured at
48 hby MTS. A comparison with IEC-6 cells maintained in culture medium with serum is shown; n = 5 independent experiments performed in triplicate. ***P
< 0.001. E: control or PAR2-stimulated colonospheres were dissociated from Matrigel and analyzed for the expression of active caspase-3 by Western blot. Actin
is shown as loading control, and densitometric values are shown. Representative of 2 experiments. F: IEC-6 cells were serum starved and further stimulated with
PAR2 AP or control peptide for 24 h before treatment for Western blot and caspase-3 analysis. Selected cropped blots from the same experiment and processed
in the same gel electrophoresis are shown, and a dashed line indicates arrangement. Actin is shown as a loading control, and densitometric values are shown.
Representative of 2 experiments.
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Together, these data indicate that PAR, promotes colon
epithelial stem/progenitor cell survival.

PAR; Prosurvival Impact on Intestinal Epithelial Cells Is
GSK3B Dependent

We then assessed whether GSK3B may be implicated in
PARz-induced epithelial cell survival. First, in serum-starved
IEC-6 cells, pharmacological GSK3 inhibition counteracted
the prosurvival effect of PAR, stimulation (Fig. 6A). Further-
more, addition of GSK3 inhibitors (BIO or SB-216763) in-
duced a significant decrease in the number of colonospheres
and tumor spheroids (Fig. 6B). Importantly, PAR, AP pretreat-
ment enhanced the inhibitory effects of the GSK3 inhibitor
BIO (Fig. 6B).

Taken together, these data suggest that a PAR,-dependent
GSK3B pathway sustains the survival of norma and tumor
colon epithelial stem/progenitor cells.

PAR; But Not PAR; Activates GSK3B Through Its Serine-9
in Intestinal Epithelial Cells

Given the impact of GSK3 inhibition on spheroid survival,
we assessed GSK3pB activation status in colonospheres and

Surviving
cells
%
150—]
100—
Fig. 6. PAR; controls the survival of colon primi-
tive cells through glycogen synthase kinase-33 50
(GSK3B) activation. A: serum-starved |[EC-6 in 2D N
culture were treated with 12.5 pM SB-216763 1 h
after stimulation with PAR, AP (100 M) or con-
trol peptide. Surviving cells were measured by
MTS. Comparison with the treatment with DMSO
(vehicle): n = 7 independent experiments per- Ct ct
formed in duplicate, mean = SE. *P < 0.05 and SB 216763:

***p < 0.001. B: 48 h after initial embedding in
Matrigel, colonospheres and tumor spheroids were
treated with 100 wM PAR2 AP or control peptide
for 1 h before addition of GSK3 inhibitors (0.5 wM
BIO or 125 pM SB-216763) or 0.05% DMSO B
(vehicle): spheroids were counted at the micro-

scope and compared with the control: n = 3 inde-

pendent experiments performed in duplicate, %
mean = SE. *P < 0.05 and **P < 0.01. of control

100—
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Colonospheres
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tumor spheroids deficient for PAR2 expression. PAR2-deficient
colonospheres and tumor spheroids exhibited a strong immu-
noreactivity for the nonactive form of GSK3B (Ser-9-phos-
phorylated GSK3B) compared with control (Fig. 7A), suggest-
ing that PAR; loss leads to GSK 3 inactivation.

We then investigated the PAR>-GSK 3B signaling pathway
in nontransformed IEC-6 and Caco-2 cells and determined
whether PAR; and/or PAR; can activate GSK3B. We chose to
use 2D culturesinstead of 3D colonosphere and tumor spheroid
cultures because of biological material quantity limitation in
the latter system. Dose-response experiments at 1 h stimulation
with PAR; or PAR; APs (Fig. 7B) showed that only PAR, AP
at the dose of 100 M reproducibly triggered serine-9 dephos-
phorylation of GSK3, indicative of its activation. Of note,
100 wM PAR; AP was the efficient concentration that we used
in spheroid cultures. PAR; activation (1 h) did not impact the
GSK 3 tyrosine-216 phosphorylation site, which also activates
GSK 3B when phosphorylated, suggesting that PAR>-mediated
activation of GSK3B may be specific to the serine-9 phosphor-
ylation site in both IEC-6 and Caco-2 cells (Fig. 7B). Consis-
tent with these data, PAR; activation led to increased GSK 33
kinase activity compared with control (Fig. 7C). In contrast,
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(48h serum starvation)

skoksk
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PAR; activation (1 h) increased both P-Tyr?*6GSK3p (GSK 3B
activation) and serine-9 phosphorylation (GSK3@ inhibition)
of the kinase in IEC-6, and there was a similar trend in Caco-2
cells (Fig. 7B, right). Consistent with this result, total GSK3p
kinase activity was not increased upon PAR; stimulation com-
pared with the nonstimulated control (Fig. 7C).

We then investigated whether PARS regulate Akt, which is
an upstream regulator of GSK 3B activity. Asshownin Fig. 7B,
variations of the P-Ser*”® active form of Akt were similar to
those of the serine-9 of GSK3pB, a potential Akt substrate.
Indeed, both P-Ser#”® Akt and P-Ser® GSK3B were decreased
upon PAR; stimulation, suggesting that the inactivation of Akt
may be implicated in GSK3B activation. Accordingly, the
P-Tyr®% inactive form of phosphatase PP2A, which is an
upstream regulator of both Akt and GSK3pB, was found de-

% var./Ct

il ol -

I*EC6 PAR;, or control peptides, for 1 h. GSK3B
and Akt regulation was then studied by
Western blot. Selected cropped blots from
the same experiment and processed in the
same gel electrophoresis are shown, and a
broken line indicates arrangement. Densito-
metric analysis (right) of P-Ser®GSK3,
P-Tyr?6GSK 3@, and P-Ser#”3Akt blots from

PAR, PAR, PAR, PAR, al experiments is indicated. Tota GSK3B
AP AP AP AP and Akt is shown as well as loading control
(100 uM) (actin); n = 6 compared with treatment with
the respective control peptides of PAR; and
PAR; agonists: mean = SE. *P < 0.05. C:
measurement of GSK3 activity in Caco-2
cells stimulated 1 h by 100 uM PAR; or
PAR> APs. Right, equal amounts of GSK 33
immunoprecipitated in the different condi-
tions; n = 3 independent experiments per-
IEC6 formed in duplicate compared with the treat-
ment with the respective control peptides of
Ct PAR,AP PAR; and PAR; agonists: mean + SE. *P <
<«—Ptyr307PP2A 0.05. D: asin B, IEC-6 and Caco-2 cellswere
I 0T PAR:; stimulated (100 uM AP), and P-Tyr3°7
<«—Actin PP2A was analyzed by Western blot. Se-
I:I lected cropped blots from the same experi-
ment and processed in the same gel electro-
phoresis are shown, and a broken line indi-
cates arrangement. Densitometric values are
shown. Representative of 2 independent
Ct PAR, AP experiments.
«—Ptyr307PP2A

[ e
I 1

creased upon PAR; activation in both IEC-6 and Caco-2 cells
(Fig. 7D).

These results show that, in intestinal epithelial cells, PAR,
but not PAR; activates GSK3 through serine-9 dephosphor-
ylation.

A B-Arrestin2/PP2A/GSK3B Complex Supports the Cross
Talk between PAR, and Rho Kinase in Intestinal Epithelial
Cells

The above results suggested that GSK3B may be associated
with Akt and PP2A in a complex downstream of PAR,. Other
work (40) has previously demonstrated such complex in asso-
ciation with B-arrestin 2, a known partner of PAR; signaling.
We decided to use the CMT93 cell line that we built deficient
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for PAR; expression to investigate both roles of PAR; in basal
and activated states on that potential signaling complex.

We first checked by calcium flux analysisthat CMT93 PAR;
KO did not respond to PAR, AP (Fig. 8A). However, the PAR,
KO cellsremained responsive to PAR; AP (Fig. 8A). Next, the
measure of P-Ser® GSK3pB in PARx-stimulated CMT93 con-
firmed the specificity of PAR,-induced activation of GSK 3B at
100 pM AP compared with 50 wM, and GSK3@ activation
(serine-9 dephosphorylation) was not induced in the absence of
PAR; (Fig. 8B).

The immunoprecipitation of B-arrestin 2 showed its consti-
tutive association with GSK 3@ and PP2A by contrast with Akt,
which was not present in this complex (Fig. 8C). Under PAR,
activation (100 wM AP), inactive form of PP2A (P-Tyr307
PP2A) was decreased in the arrestin complex (Fig. 8C). Fur-
thermore, PAR; deficiency induced a decrease of GSK3B
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association with B-arrestin 2 and an increase of the inactive
PP2A in that complex (Fig. 8C). Altogether, these data
strongly suggest that, downstream of PAR,, a B-arrestin
2/PP2A/GSK 3B complex controls GSK 3B activation.

Our above results show that the PAR,-dependent activation
of GSK3B may be crucial for cell survival in stress conditions
such as serum starvation and deadhesion. It is known that these
conditions implicate a reorganization of the cytoskeleton
through the regulation of GTPases such as Rho. We have thus
investigated the impact of Rho kinase inhibition on GSK3p
activation in CMT93 cells. As shown in Fig. 8D, the inactive
form of GSK3p (P-Ser® GSK3B) was increased at both 50 or
100 uM PAR, AP but not significantly changed in PAR; KO
cells. These results show that Rho kinase inhibition switched
the response to PAR, AP from activation to inhibition of
GSK3B.

C g aresin]
1P B Arrestin 2 Total lysate IP supernatant
B Arrestin 2 o
GSK3B 1 1075
Ptyr307PP2A L ors s
Akt
curas oA, AL S s

CMT93 PAR, KO Pser9GSK3p
+Y27632 IGSK3p
% var./Ct
100

BWT L yaz632
PAR, PAR, OKo } o

Ct AP AP ct AP AP s0. =
10 50 100 uM 00 S0 100 0
o
j<— Pser9GSK3p —»{ 50.
<+— GSK3g —» PAR, AP: ' 50uM 100uM

CMT93+v27632
1P B Arrestin 2 1P Akt
< PserdGSK3p —» B
1 1 126 1.68
‘¢— Ptyr307PP2A —»
PP2A  Pser473—p
- Akt
1 1 1 1.26
<— Barrestin2 Akt
Ct Ct PAR,PAR, 111 en
iY AP Ct Ct PAR; PAR,
Wy +Y AP AP

+Y

Fig. 8. PAR>-dependent activation of GSK3 is controlled by Rho kinase. The CMT93 cell line was transfected to knock down the expression of PAR,. Next,
CMT93WT and CMT93 PAR; KO were serum starved and stimulated by PAR2 AP or control peptide for 1 h before signaling studies. A: deficiency in PARz was
checked by measurement of calcium variations in response to various concentrations of PAR, AP as described in MATERIALS AND METHODS. CMT93 PAR, KO
remained responsive to PAR; AP. B: P-Ser®GSK 3B was studied by Western blot in both WT and PAR, KO CMT93 stimulated with 50 or 100 pM PAR: AP.
Densitometric analysis is shown: n = 3, mean = SE comparison between WT and KO, *P < 0.05. C: immunoprecipitation (IP) of B-arrestin 2 from 100 .M
PAR; AP-stimulated CMT93 cells and from PAR, KO CMT93 cells was performed. Association of B-arrestin 2 with GSK3B, PP2A, and Akt was analyzed by
Western blot. Right, total lysates and |P supernatants as controls. Densitometric analysis is shown. Akt was not found associated to 3-arrestin 2. Representative
of 2 independent experiments. D: CMT93 WT and PAR, KO were treated with 10 .M Rho kinase inhibitor (Y-27632) for 30 min and were then stimulated with
PAR> AP asin B. Variations of P-Ser®GSK 3B were analyzed by Western blot, and densitometric analysis is shown: n = 3, mean = SE comparison between
WT and KO, *P < 0.05. Data shown with 50 M PAR2 AP are representative of 2 independent experiments. E: both B-arrestin 2 and Akt immunoprecipitates
were performed from CMT93 pretreated with Rho kinase inhibitor before PAR, stimulation asin D. P-Ser®GSK 3@, P-Tyr3%’PP2A, and P-Ser4”3Akt were then
analyzed in immunoprecipitates by Western blot. Potential ubiquitinated or degraded forms of PP2A are indicated (*). Densitometric analysis is shown.
P-Tyr3%7PP2A was not detectable in Akt immunoprecipitate. Representative of 2 independent experiments.
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We further investigated the relationship between Rho kinase
and PAR.-dependent regulation of GSK3B by performing
immunoprecipitates of B-arrestin 2 and Akt from Rho kinase
inhibitor- and PAR, AP-treated CMT93 cells. Asshown in Fig.
8E, whereas P-Ser® GSK 3B was not significantly changed in
B-arrestin 2 complex, it was clearly increased by PAR, AP
associated with Rho kinase inhibitor, even compared with the
dlight increase due to PAR, AP alone, in Akt immunoprecipi-
tate. According to the above results, this indicates that Rho
kinase inhibition has switched the PAR; regulation of GSK3p
through its inhibition by Akt. Consistently, the activated form
of Akt (P-Ser*”3Akt) was measured in these conditions (Fig.
8E). Interestingly, whereas PP2A was not present in Akt
immunoprecipitate, in B-arrestin 2 complex, its ubiquitinated
and degraded forms seem to be produced under both treatments
by PAR, AP and Rho kinase inhibitor (Fig. 8E).

Altogether, our results show that a B-arrestin 2/PP2A/
GSK3B complex is regulated by both PAR, and Rho kinase in
intestinal epithelial cells.

DISCUSSION

This study aimed to determine whether PAR; and/or PAR,
impact normal and tumor colon stem/progenitor cells and
whether thisis mediated by GSK3B. With the use of ex vivol/in
vitro 3D cultures of murine whole crypts or single tumor
epithelial Caco-2 cells, our work gives strong evidence for a
dual role for PAR; in the regulation of stem/progenitor cell
ability to grow into multicellular epithelial structures. On one
hand, PAR; activation limits normal and tumor cell prolifera-
tion in 3D structures, but on the other hand PAR; is essential
to sustain cell survival and stem/progenitor ability to grow into
3D structures. Our data further suggest that PAR, impact on
stem/progenitor cell is mediated by GSK3B activation. Of
interest, our work also shows that PAR; exerts opposite effects
on stem/progenitor cell proliferation and survival and does not
impact overall GSK3p activity.

Our results demonstrate that PAR; and PAR; are expressed
in colon epithelial cells, including those at the bottom of the
crypts. Colocalization of PAR; and PAR, with CD44, which is
enriched in the stem cell zone, further demonstrates that
intestinal stem and progenitor cells express the protease recep-
tors. The role of PARs in stem cells is poorly documented (8),
and our result reinforces their potential interest. Nevertheless,
further in-depth work with sorted stem cells or cell lineage
tracing technology needs to be performed to definitively con-
clude on the role of PARs in stem cell regulation.

One of our main findings is the dual role for PAR; in the
control of normal and tumor stem/progenitor cells. First, our
data demonstrate that activation of PARz limits both normal
and tumor stem/progenitor cell ability to form colono/tumor-
spheres and that 1oss of PAR; activates cell proliferation. This
strongly suggests that PAR; inhibits stem/progenitor cell ex-
pansion in the context of normal crypts and CRC. Our results
showing a decrease of DUSP6 mRNA associated with in-
creased Ki-67 staining in PAR, KO crypts compared with WT
are in favor of this hypothesis. Nevertheless, in breast cancer
cells, PAR; controls PAR;-driven tumorigenesis and the asso-
ciation between activated PAR; and Akt (25). Such require-
ment of combined activities of PAR, and other receptors has
also been observed in matriptase-driven squamous cell carci-
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nogenesis (47) and suggests that PAR,, as well as PAR;, may
promote cancer-initiating cells in CRC. However, our results
showing that PAR; has opposite impact on normal and tumor
epithelial cells compared with PAR, demonstrate that PAR,
and PAR; do not have redundant functions, at least in intestinal
stem/progenitor cells. The ratio PAR,/PAR; may regulate the
overall PAR-mediated cellular response to proteases and the
transition toward the malignant epithelial phenotype.

Another part of our results demonstrates that whole crypt
units derived from PAR,-KO animal's show impaired ahility to
give rise to colonospheres and that PAR; activation prevents
caspase-3-mediated apoptosis. Despite the fact that we used
essentially nonlittermate mice in this study, preliminary exper-
iments with WT and PAR, KO littermate mice further confirm
the deleterious effect of PAR, deficiency on colonosphere
culture. This indicates that PAR; is essentia to sustain stem/
progenitor cell survival, at least in a normal setting. Consis-
tently, PAR; has been shown to have antiapoptotic and pro-
barrier functions in different cell types (22, 30, 42). Altogether
our data seem to indicate that PAR2 both favors stem/progen-
itor cell survival and limits their proliferation. It is thus tempt-
ing to speculate that PAR, may participate in stem cell quies-
cence.

In both nontransformed and tumor epithelia cells, our data
show that activated PAR; and PAR, had opposite impact on
GSK3B phosphorylation at serine-9 and tyrosine-216 and that
only PAR; induced increased GSK 3 activity. To our knowl-
edge, this is the first evidence in intestina epithelial cells
demonstrating that a receptor, and more specifically PAR,, can
activate GSK3B. PAR; and PAR: differential impact on
GSK3pB activation further strengthens the concept that the two
receptors exert distinct effects on intestinal epithelial cell
functions and that the ratio PAR:/PAR, may function as a
rheostat to finely regulate stem/progenitor cell functions viathe
GSK3B pathway.

Protease
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stem/progenitor cell

RHO kinase

Akt PP2A

|Gskaf| |Gskap]

N /N
/// \ '/ \
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Survival Proliferation ~ Survival

Potential impact on mucosal healing,
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Fig. 9. Schematic representation of the PAR,/GSK3B pathway in intestinal
stem/progenitor cells.
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Our findings demonstrate that, in intestinal epithelia cells,
PAR, promotes cell survival via GSK3B. In 3D culture, the
PAR,-GSK3B pathway was constitutively activated. This
could occur either through autocrine activation linked to cell
adhesion (8, 16) or Matrigel-bound proteases (28). The peri-
nuclear localization of PAR; that we show in immunostaining
experiments could result from constitutive internalization or
from a reserve pool in the Golgi, suggesting that PAR; isin
permanence activated and then degraded and must be synthe-
sized de novo (2).

Also, PAR; has been shown to promote cell adhesion via
Bi-integrin (37), a putative marker of intestinal stem/progeni-
tor cells (15), and our prior work showed that B;-integrin
activation induced survival via GSK 3 in leukemic progenitors
(4). In histological sections of crypt bottoms and 3D culture,
PAR; seems to be mostly present in basolateral position where
adherens junctions and GSK 3B are located (21). Conversely,
PAR; is mainly apical in surface cells of the crypt. Because it
has been shown different signaling pathways depending on
PAR; basolateral or apical localization (31), and particularly
basolateral PAR; was critical for tight junctions regulation, itis
tempting to speculate that, in intestinal stem/progenitor cells,
PAR; activates GSK3B through a cross talk with B-integrin
that can associate with E-cadherins (62). Our data showing that
Rho kinase controls a switch between GSK3B activation in
B-arrestin 2 complex and GSK3p inhibition in Akt complex
downstream of PAR; activation are in favor of this hypothesis.
Of note B-arrestin mobilization has been shown to be a strong
component of PAR; signaling cascades (20) and of a hidirec-
tional cross talk with Rho impacting notably stress fiber for-
mation and phosphatase and tensin homolog (12). Conversely,
GSK3B may aso play a crucia role in the regulation of the
epithelial barrier through the transcriptional regulation of ad-
herens junction proteins (49). GSK3B-induced stimulation of
cell adhesion could lead to enhanced cell survival. This is
consistent with our data showing increased recovery of pas-
saged spheroids after pretreatment by PAR, AP.

Altogether our data suggest that the PAR>-GSK 3B signaling
pathway limits stem/progenitor cell expansion but favors their
survival in tight coordination with cell adhesion status (Fig. 9).
Asaresult, one can hypothesize that, in pathological situations
associated with chronic activation of the PAR>-GSK33 path-
way, this might result in impaired mucosal healing, and stem/
progenitor cell resistance to genotoxic insult, mutation accu-
mulation, and acquisition of oncogenic properties. This would
be particularly relevant in IBD that have been associated with
PAR, and GSK3B (57, 63). The PAR,/GSK3pB-induced stem
cell survival and proliferation arrest, i.e., quiescence, could
also participate in cancer stem cell resistance to therapy (32).

In conclusion, this work identifies PAR,/GSK 3B as a novel
pathway that plays a critical role in the regulation of stem/
progenitor cell survival and proliferation in normal colon
crypts and in tumors and whose deregulation is likely to be
involved in IBD-associated defects in mucosal healing and
oncogenic transformation.
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ABSTRACT

Context and objective: Diplotaxis harra (Forssk.) Boiss. (Brassicaceae) is traditionally used as an antidia-
betic, anti-inflammatory or anticancer agent. In these pathologies, the glycogen synthase kinase 3 3
(GSK3p) is overactivated and represents an interesting therapeutic target. Several flavonoids can inhibit
GSK3p and the purpose of this study was to search for the compounds in Diplotaxis harra which are able
to modulate GSK3p.

Materials and methods: Methanol extracts from D. harra flowers were prepared and the bio-guided frac-
tionation of their active compounds was performed using inflammatory [protease-activated receptor 2
(PARy)-stimulated IEC6 cells] and cancer (human Caco-2 cell line) intestinal cells. 50-100 pg/mL of fractions
or compounds purified by HPLC were incubated with cells whose inhibited form of GSK3 (Pser9 GSK3p)
and survival were analyzed by Western blot at 1h and colorimetric assay at 24 h, respectively. LC-UV-MS
profiles and MS-MS spectra were used for the characterization of extracts and flavonoids-enriched frac-
tions, and the identification of pure flavonoids was achieved by MS and NMR analysis.

Results: The methanol extract from D. harra flowers and its flavonoid-enriched fraction inhibit GSK3f in
PAR,-stimulated IEC6 cells. GSK3B inhibition by the flavonoid-enriched D. harra fraction was dependent
on PKC activation. The flavonoid-enriched D. harra fraction and its purified compound isorhamnetin-3,7-
di-O-glucoside induced a 20% decrease of PAR,-stimulated IEC6 and Caco-2 cell survival. Importantly, nor-
mal cells (non-stimulated IEC6 cells) were spared by these treatments.

Conclusion: This work indicates that flavonoids from D. harra display cytotoxic activity against inflamma-
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tory and cancer intestinal cells which could depend on GSK3 inhibition.

Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) are frequent pathologies that
result from the interaction between genetic factors and microbial
and environmental cues. The patients with long-standing IBD,
such as ulcerative colitis and Crohn’s disease, have an increased
risk of developing colorectal cancer (CRC) (Triantafillidis et al.
2009). Even though anti-inflammatory therapies and colonoscopy
surveillance have decreased the incidence of colitis-induced CRC,
new therapeutic approaches are needed to avoid therapeutic
resistance and complications.

Diet has been implicated in the development and therapy of
IBD (Neuman & Nanau 2012). For example, diet low in fruits
and vegetables leads to an increased risk of developing IBD and
CRC (Pan et al. 2011). Important phytochemicals of the human
diet such as flavonoids and isothiocyanates have chemoprotective
effects in a number of animal models of experimental IBD and
CRC (Pan et al. 2011; Dinkova-Kostova 2012). Dietary consump-
tion of flavonoids has been inversely associated with the risk of
CRC (Rossi et al. 2010).

Intestinal stem cells (ISC) homeostasis is impaired in IBD
and CRC (Vermeulen & Snippert 2014). The serine-threonine
kinase, glycogen synthase kinase 3 [ (GSK3p), plays a critical

role in the regulation of important ISC functions such as
Wingless-related integration site (Wnt) proliferative response,
NFkB and telomerase survival pathways, and Hathl differenti-
ation activity (Steinbrecher et al. 2005; Tsuchiya et al. 2007;
Mai et al. 2009). Also, GSK3pB influences barrier functions
through the regulation of adherens junctions and Rho kinase
(Severson et al. 2010). In IBD and CRC, GSK3f is overex-
pressed/overactivated and its inhibition ameliorates colitis and
CRC response to chemotherapy (Whittle et al. 2006; Wang
et al. 2011; Grassilli et al. 2013). Interestingly, we recently dem-
onstrated that both in inflammatory and cancer intestinal mod-
els, ie., protease-activated receptor 2 (PAR,)-stimulated
colonospheres or IEC6 cells and Caco-2 spheroids, a PAR,-
GSK3p pathway controls primitive cell survival and proliferation
(Nasri et al. 2016).

We have previously shown that it is possible to specifically
target pathological stem cells through the modulation of GSK3f3
by glucoflavonoids. Indeed, in leukemic stem cells, flavonoids
whose structure is close to rutin (quercetol-3-O-glucose-rham-
nose) induce apoptosis through the enhancement of the Akt/
GSK3B pathway (Bourogaa et al. 2011). Interestingly, dietary
rutin ameliorates experimental colitis and colon carcinogenesis
through the attenuation of pro-inflammatory gene expression
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and of biotransforming and bacterial enzymes activities (Kwon
et al. 2005; Vinothkumar et al. 2014).

It has been shown that a mixture of flavonoids prevents intes-
tinal polyps and reduces the recurrence of CRC after resection
(Hoensch et al. 2008; Fini et al. 2011). Looking for compounds
that could synergize with rutin in inflammation and cancer
therapies, we have investigated the phytochemical composition of
Diplotaxis harra (Forssk.) Boiss. (Brassicaceae). Indeed, D. harra
is an edible plant used in traditional medicine for the treatment
of various diseases such as anemia, hypercholesterolemia, dia-
betes and mainly inflammation and cancer (Bellakhdar 1997;
Ghrabi 2005; Ramadan et al. 2009). The aerial parts of this medi-
cinal plant have a high polyphenol content that could support
anti-inflammatory and anticancer properties (Falleh et al. 2013;
Kassem et al. 2013). Our purpose was to determine if compounds
from D. harra could modulate epithelial GSK3p activation in two
in vitro models: PAR,-stimulated IEC6 cells, mimicking inflam-
matory conditions (Li et al. 2015), and human colon cancer-
derived Caco-2 cell line grown in 3D.

Materials and methods
Plant material

Diplotaxis harra (leaves, flowers and roots) was collected from
Sidi Bouzid, in the center of Tunisia, in December 2011 and
authenticated by Prof. Mohamed Chaieb, Biology Department,
University of Sfax. A voucher specimen (LCSN130) was depos-
ited in the Herbarium of the Laboratory of Chemistry of Natural
Substances, Department of Chemistry, Faculty of Sciences of
Sfax, Tunisia.

Extraction and isolation

The different parts of D. harra [leaves (800g), flowers (220g)
and roots (2.4kg)] were air-dried in shade, defatted with n-hex-
ane and then macerated thrice during 24 h successively with ethyl
acetate and methanol. For each extraction, the used solvent vol-
umes were 1L for leaves and flowers and 3L for roots. After fil-
tration, the solvent was evaporated using a rotary evaporator
(Heidolph, Germany). Close examination of the extracts sepa-
rated by thin layer chromatography (TLC, silica-gel 60 A,
40-63 um) developed with ethyl acetate:butanol-1:water:acetic
acid (5:4:0.5:0.5) solvent mixture and observed under UV light at
254 and 366 nm with the presence of ammonia vapour revealed
the presence of spots of flavonoids in methanol extracts.

Flower methanol extract (6 g) was separated by column chro-
matography on silica gel (Kiesegel 60 A (40-63 um, PF254) and
eluted with mixtures of ethyl acetate:methanol of increasing
polarity (100:0 —0:100) to yield 9 fractions pooled according to
their TLC profiles (same TLC parameters as described above).
LC-MS/MS analysis (see below for details) of all the fractions
showed the presence of flavonoids in fractions 3 (F3) and 6 (F6).
Fraction F6 (2g) was chromatographed over a C18 silica gel col-
umn (RP-18 Silica 60A, 40-60 um) and eluted gradually with
water:acetonitrile (100:0 —0:100), yielding isorhamnetin-3-0O-glu-
coside (31 mg) and 13 sub-fractions (L1-L13). MS/MS analysis of
all sub-fractions showed the presence of flavonoids in two sub-
fractions (L7 and L12).

L12 (100 mg) was dissolved in 10 mL of methanol and then
ImL of this solution was injected in preparative HPLC (see
below for details). The major product of this fraction, isorhamne-
tin-3,7-di-O-glucoside  (23mg), was eluted isocratically at

3.89min in a volume of 0.1% formic acid:acetonitrile (80:20).
Purity of the isolated compound was 95% determined by UPLC/
DAD analysis.

Identification of isorhamnetin mono- and di-glucosides was
carried out by MS and 1D and 2D NMR analysis and the data
compared with literature (Igarashi et al. 2008; Liu et al. 2010).

LC-MS/MS analysis

The identification of flavonoids in the extracts was performed by
LC-MS using an ULTIMATE 3000 HPLC system coupled to an
ion trap mass spectrometer (LCQ DECA XP Max, Thermo
Finnigan) equipped with an electrospray source functioning in
the negative jon mode. Extracts were separated on a
Phenomenex column (Kinetex C18, 150 X 4.6 mm, 5um) with a
gradient from 90% (+40.1% formic acid) to 100% acetonitrile.

Preparative HPLC

Semi-preparative HPLC was performed on an auto purification
system equipped with a Photodiode Array Detector (Waters).
The column was a Waters X bridge C18 5um (150 X 19 mm).
0.1% formic acid and 100% acetonitrile were respectively
employed as solvents A and B with a flow rate of 20.5mL/min.
The elution gradient was 6.5 min gradient run from 5% to 50% B
in 6.5min and then returned to initial conditions. The elution
was monitored by UV detection at 254 and 355nm. The col-
lected fractions were pooled and analyzed by analytical UPLC on
a UPLC Acquity system from Waters with an Acquity BEH C18
1.7 um (2.1 x 50 mm) column at 40°C. The isocratic conditions
were water:acetonitrile (80:20). The flow rate was 0.6 mL/min
and the detection was set at 254 nm.

Cell culture

IEC6 (ATCC-CRL-1592) cells from rat small intestine and Caco-
2 (ATCC-HTB-37; LGC Standards authentication certificate) cells
from human CRC were purchased from ATCC (LGC Standards,
Molsheim, France) and were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM Cat. No. 31966 with Glutamax and
1 mM sodium pyruvate) supplemented with 100 U/mL penicillin/
streptomycin and 10% fetal calf serum (FCS) without comple-
ment at 37°C and 5% CO2. Caco-2 culture medium was supple-
mented by 1% non-essential amino acids. All cell culture
reagents were from Invitrogen (Carlsbad, CA). Once the cells
reached 90% confluency, cells were used for experiments.

In 2D culture, IEC6 and Caco-2 cells were seeded in 12-well
plates (0.5 x 10° cells) or 96-well plates (4 x 10* cells) and were
incubated with DMEM and 10% FCS at 37 °C for 24 h.

In 3D Culture, 1 x 10* Caco-2 cells were embedded in 4 uL
Matrigel seeded on top of 20 pL polymerized Matrigel in 48-well
plates. Cells were cultured in DMEM and 10% FCS and 1% non-
essential amino acids at 37°C for 24 h. In these conditions, cells
were growing as spheroids that we observed daily using an apo-
tome microscope (Zeiss Axio-observer, HXP120).

After 24h of 2D or 3D culture, cells were serum-starved for
24h before stimulation by 100 uM PAR, agonist peptide (PAR,
AP, Genscript, Piscataway, NJ) or its inversed control (Ezbiolab
Inc., Carmel, IN) for 1h. Methanol extracts of D. harra organs
and fractions F3 and F6 (solubilized in ethanol 10%, 10 mg/mL),
and sub-fraction L12 and isorhamnetin-3-O-glucoside and iso-
rhamnetin-3,7-di-O-glucoside ~ (dissolved in DMSO  50%,



10 mg/mL) were then incubated with cells at 100 or 150 pg/mL
(fractions) or 10-50 pg/mL (purified compounds). The protein
kinase C (PKC) inhibitor G66976 (0.2 uM, Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France) was added 15 min before F6. In some
experiments, GSK3 pharmacological inhibitors (SB216763
12.5uM, BIO 500nM or CHIR99021 2.5uM, Tocris Bioscience,
RD Systems, Lille, France) were incubated with cells in 3D cul-
ture. DMSO was used as solvent for pharmacological inhibitors
and used at a maximal 0.05% final concentration. After 1h of
incubation, 12-well plates were processed to prepare cell lysates
used for Western blot and after 24 h, 96-well and 48-well plates
were incubated with MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-car-
boxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) to meas-
ure surviving cells.

Western blot analysis

Cellular proteins were extracted from IEC6 and Caco-2 cells and
subjected to Western blotting analysis (Nasri et al. 2016), to
examine the regulation of GSK3p using primary antibodies
Pser9GSK3p (diluted 1:1000) and Pser473Akt (diluted 1:1000)
from Cell Signalling Technology (Ozyme, Saint Quentin Yvelines,
France), GSK3p (diluted 1:2500) from BD Biosciences (Le Pont
de Claix, France), Ptyr307PP2A (diluted 1:1000) and actin
(diluted 1:1000) from Abcam (Paris, France). Signals were
detected wusing a chemiluminescent substrate (SuperSignal,
Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

Cell survival/proliferation assay

Cells were incubated with MTS for 3h, at 20 uL/well (96-well
plates) or 40puL/well (48-well plates). Then, absorbance was
measured at 480nm by spectrometry (Varioskan Flash, Thermo
Fisher Scientific, Illkirch, France). The percentage of surviving
cells was determined by comparing the absorbances of assays and
controls (non-treated cells). The test was carried out by triplicate
in 2D culture and by duplicate in 3D culture.

Statistical analysis

Student’s t-test was used for the experiment’s analysis.

Results
Diplotaxis harra flower methanol extract modulates GSK3f

In search of flavonoids in D. harra able to modulate GSK3p,
we performed methanol extraction of flowers, roots and leaves.
Extracts were then tested on the PAR, AP-stimulated IEC6
cell model. As shown in Figure 1(A), inhibited P isoform of
GSK3 (Pser9 GSK3B) was specifically increased compared to
control by treatment of PAR, AP-stimulated IEC6 cells with
flower or root methanol extracts. However, the flower extract
seemed to be more efficient and we decided to pursue its
purification.

A separation of compounds in D. harra flower methanol
extract was performed by column chromatography using an ethyl
acetate-methanol gradient. Fractions were then processed for
TLC and a colorimetric analysis revealed that two methanol frac-
tions, F3 and F6, were flavonoid-enriched fractions (not shown).
As shown in Figure 1(B), F6 but not F3 fraction prevented Pser9
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GSK3B dephosphorylation (GSK3p activation) triggered by PAR,
AP treatment.

Altogether these data suggest that flavonoids from D. harra
flowers might modulate GSK3p.

Flavonoid-enriched fraction from Diplotaxis harra flowers
modulates GSK3f through PKC

We had previously shown that the phosphatase PP2A was impli-
cated in the PAR,-dependent activation of GSK3p in IEC6 cells
and that the modulatory kinase of GSK3f, Akt, was concomi-
tantly inhibited (Nasri et al. 2016). We thus investigated whether
the flavonoid-enriched fraction F6 may regulate PP2A and Akt.
As shown in Figure 2(A), treatment with F6 fraction did not

Figure 1. Flavonoids from D. harra flowers modulate GSK3p. (A) Serum-starved
IEC6 cells were stimulated with PAR, AP (100 uM) for 1h and then incubated for
1h with methanol extracts from D. harra leaves, flowers or roots (100 pg/mL) or
ethanol/water (10%) as control. The variations of the inhibited form of GSK3f
(Pser9 GSK3P) were analyzed with total protein GSK3B by Western blot.
Representative of three independent experiments. (B) Flavonoid-enriched fractions
of D. harra flowers, F6 and F3 (100 pg/mL), were incubated with IEC6 cells as
described in (A). Variations of Pser9 GSK3f were analyzed after this treatment in
IEC6 cells previously stimulated with PAR, AP or control peptide (100 uM). Actin
is shown as loading control. Representative of two independent experiments.

Figure 2. The flavonoid-dependent modulation of GSK3f is regulated by PKC.
Serum-starved IEC6 cells were stimulated with PAR, AP (100 uM) for 1h and then
incubated for 1h with the flavonoid-enriched fraction F6 from D. harra flowers
(100 pg/mL) or ethanol/water (10%) as control. In A, Ptyr307PP2A (inhibited
form) and Pser473Akt (activated form) were analyzed by Western blot. Actin is
shown as loading control. Representative of two independent experiments. In B,
PAR, AP-stimulated IEC6 cells were treated with 0.2 uM PKC inhibitor Go6776 or
DMSO (solvent) for 15min before F6 addition. Pser9 GSK3B and total GSK3f
were analyzed by Western blot. Representative of two independent experiments.
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change Ptyr307PP2A (inhibited form) and Pser473Akt (activated
form) in PAR,-stimulated IEC6 cells, demonstrating that F6 does
not modulate GSK3f through PP2A and Akt.

Conversely, inhibition of PKC, another modulatory kinase of
GSK3p, prevented serine 9 phosphorylation of GSK3f induced
by F6 treatment in PAR,-stimulated IEC6 cells (Figure 2(B)).
Thus, F6 inhibits GSK3 through PKC in PAR,-stimulated IEC6
cells.

These results suggest that flavonoids from D. harra flowers
might modulate GSK3f through PKC regulation.

Flavonoid-enriched fraction from Diplotaxis harra flowers is
cytotoxic for inflammatory and cancer intestinal cells

Given the implication of GSK3p in intestinal inflammation and
cancer, we have then investigated the impact of the flavonoid-
enriched fraction F6 on cell survival in PAR,-stimulated intes-
tinal IEC6 cells and colon cancer Caco-2 cells. As shown in
Figure 3(A), the percentage of surviving IEC6 cells decreased
after 48h of serum starvation. However, PAR, AP treatment

prevented partially this decrease and we have shown previously
that the expression of active caspase 3 was concomitantly down-
regulated suggesting a protective role of PAR, against serum star-
vation-induced apoptosis in IEC6 cells (Nasri et al. 2016).
Interestingly, F6 treatment increased IEC6 cells survival in
serum-starved conditions but decreased it upon pretreatment by
PAR, AP (Figure 3(A)). Pharmacological GSK3 inhibition has
been shown to induce cytotoxicity in colon cancer cells
(Shakoori et al. 2007) and indeed Caco-2 cells cultured in 3D
were strongly decreased after GSK3 inhibition using either
Chir99021, BIO or SB216763 treatment (Figure 3(A)). F6 treat-
ment also induced a 20% decrease in Caco-2 cells both in 2D
and 3D culture conditions (Figure 3(A)). These results are in
agreement with the pro-survival role of GSK3f in inflammation
and cancer and strongly suggest that the flavonoid-enriched frac-
tion of D. harra flowers is cytotoxic for inflammatory and cancer
intestinal cells through GSK3p modulation.

We then analyzed F6 composition by LC-MS/MS in search of
glucoflavonoids that we previously found active to target patho-
logical cells through the modulation of GSK3B. As shown in
Figure 3(B), examination of the negative ion Total Ion Current

Figure 3. Flavonoids from D. harra are cytotoxic for inflammatory and cancer intestinal cells. (A)- IEC6 and Caco-2 cells in 2D or 3D culture conditions were serum-
starved for 24h before PAR, AP stimulation (100 uM, 1h) and/or F6 treatment (100 pg/mL). In some experiments, GSK3 inhibitors (2.5 uM Chir99021, 500 nM BIO,
12.5 UM SB216763) were incubated with Caco-2 cells. 24 h after, surviving cells were measured by MTS. Surviving IEC6 cells in serum-supplemented culture conditions
are shown. Data are mean+S.EM. (n=2 to 4), comparison to the control or between assays: p < 0.05%, p < 0.01**, p < 0.001***, (B) Total lonic Current (TIC) chro-

matogram of the F6 fraction. (C) MS/MS spectra of main ions detected in F6.



Figure 3. Continued.

(TIC) chromatogram of the flavonoid-enriched fraction F6
showed the presence of two major groups of glucoflavonoids.
Close examination of MS-MS spectra (Figure 3(C)) of four main
ions detected in F6 led us to propose the presence of mono- and
di-heterosides possessing isorhamnetin (ion at m/z 315), kaemp-
ferol (ion at m/z 285) and quercetin (ion at m/z 301) as genins,
all already described in D. harra (Atta et al. 2011; Kassem et al.
2013).

These results suggest that one or several glucoflavonoids pre-
sent in F6 could trigger cytotoxicity in pathological intestinal
cells through GSK3p inhibition.

Isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside purified from Diplotaxis
harra flowers has anti-inflammatory and anticancer
properties in vitro

Further purification of compounds in fraction F6 was realized
using column chromatography (water-acetonitrile gradient). As
shown in Figure 4(A), one of sub-fractions obtained, L12, dis-
played interesting cytotoxicity, decreasing strongly cancer Caco-2
cells while sparing non-transformed IEC6 cells. The full MS spec-
trum [ESI(-)] of L12 (Figure 4(B)) displayed 2 main ions at m/z
639 and 477. Close examination of MS-MS spectra of these two
main jons led us to propose the presence of isorhamnetin-glucosides
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since they led to the same product ion at m/z 315 ([M-H] of
isorhamnetin) (Figure 4(B)).

Purification process using C18 reversed-phase silica gel HPLC
led to the isolation of isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside (ion at m/
z 639 [M-H]) and isorhamnetin-3-O-glucoside (ion at m/z 477
[M-H]), that were identified according to their MS and NMR
spectral data and by comparison with those of literature. Both
compounds have already been described in the whole plant
D. harra (Kassem et al. 2013). Interestingly, isorhamnetin-3,7-di-
O-glucoside, but not isorhamnetin-3-O-glucoside (not shown),
displayed cytotoxicity in PAR,-stimulated IEC6 cells and Caco-2
cells (Figure 5).

Thus, these results show that isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside
may be involved in anti-inflammatory and anticancer properties
of D. harra flowers.

Discussion and conclusions

The main finding of this study elucidated the anti-inflammatory
and anticancer effects of the medicinal plant Diplotaxis harra
that could be partially supported by flavonol glycosides through
GSK3p regulation.

We found that a flavonoid-enriched fraction of D. harra flow-
ers modulates GSK3f. Previous studies have predicted that some
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Figure 4. Flavonol glycosides from D. harra are cytotoxic for inflammatory and cancer intestinal cells. (A) The flavonol glucosides-enriched fraction L12 from F6 was
incubated with serum-starved IEC6 and Caco-2 cells at 100 and 150 pg/mL, respectively. 24 h after surviving cells were measured with MTS. Data are mean+S.EM.
(n=2 to 3), comparison to the control: p < 0.05%, p < 0.01**. (B) Full-MS spectrum of the L12 fraction and of its two main ions.

Figure 5. Isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside is cytotoxic for inflammatory and can-
cer intestinal cells. Isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside (50 pg/mL) purified from L12
or DMSO/water (control, 0.25%) was incubated with serum-starved IEC6 and
Caco-2 cells. 24h after surviving cells were measured with MTS. Data are
mean +S.EM. (n=2 performed in duplicate (3D) or triplicate (2D)), comparison
to the control or between assays: p < 0.05%, p < 0.01**.

flavonoids could fit into the binding pocket of GSK3 (Johnson
et al. 2011). However, we show that in intestinal cells, PKC is
implicated in the GSK3p inhibition by flavonoids. Indeed,
G06976, an inhibitor of PKCo and PKCP, impaired serine 9
phosphorylation (inhibition) of GSK3p triggered by the flavon-
oid-enriched fraction of D. harra flowers. Interestingly, such
PKC-dependent inhibition of GSK3p has already been described
in human colon cancer cells and correlated with increased cell
proliferation (Wang et al. 2006). Thus, in our experimental condi-
tions, the cytotoxic effect of flavonoids on inflammatory and can-
cer intestinal cells may be related to an exit from cell quiescence.

Also, PKC has been shown to play an important role in the cyto-
skeleton organization of intestinal cells (Fasano et al. 1995) and
we have shown that the Rho kinase controls GSK3p activity in
PAR,-stimulated intestinal cells (Nasri et al. 2016). Therefore, it
is possible that flavonoids, through an impact on the cytoskeleton
(Noda et al. 2013) and consequently on PKC activity, down-regu-
late GSK3f. Importantly, treatment with the flavonoid-enriched
fraction of D. harra flowers was not deleterious for non-inflam-
matory or non-transformed cells.

LC-MS/MS analysis of the flavonoid-enriched fraction F6 of
D. harra flowers indicated the presence of seven flavonol glyco-
sides displaying three kinds of aglycones (isorhamnetin, quercetin
and kaempferol). According to their MS profiles, these hetero-
sides were putatively identified as isorhamnetin-3-O-glucoside
(ion at m/z 477 [M-H]"); isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside (ion at
m/z 639 [M-H]); quercetin-3,4’-di-O-glucoside (ion at m/z 625
[M-H]); kaempferol-3,4'-di-O-glucoside (ion at m/z 609
[M-H]); kaempferol-3-di-O-glucoside (ion at m/z 609 [M-H]);
isorhamnetin-4'-di-O-glucoside (ion at m/z 639 [M-H]") and iso-
rhamnetin-3,4’-di-O-glucoside (ion at m/z 639 [M]’) (Figure 6).
Given our previous work showing that rutin is cytotoxic for leu-
kemic progenitors (Bourogaa et al. 2011), these flavonol glyco-
sides could be responsible for the GSK3fB-dependent cytotoxicity
in pathological intestinal cells. This is in accordance with the
results of Mohammed et al. (2013) showing cytotoxicity of iso-
lated flavonol glycosides from D. harra (quercetin-3-O-f-gluco-
side, isorhamnetin-7-O-f-glucoside, apigenin-7-O-B-rhamnoside
and kaempferol-3-O-B-glucoside) against the human colon cancer
HCT116 cell line. However, for the first time, we show that
the compound isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside purified from
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Figure 6. Chemical structure of flavonol glycosides in F6 fraction from D. harra flowers. Isorhamnetin-3-O-glucoside; isorhamnetin-3,7-di-O-glucoside; quercetin-3,4'-di-
0-glucoside; kaempferol-3,4’-di-O-glucoside; kaempferol-3-di-O-glucoside; isorhamnetin-4'-di-O-glucoside and isorhamnetin-3,4’-di-O-glucoside.

D. harra flowers, has cytotoxic activities against cells displaying
GSK3P activation, namely here as an example cancer intestinal
cells and intestinal cells under inflammatory signal conditions.
As with the flavonoid-enriched extract from D. harra flowers,
non-pathological cells were spared by this treatment.

We have previously shown (Bourogaa et al. 2011) that the
GSK3B-based cytotoxicity of flavonol glycosides requires either
the association of glucose-rhamnose (=rutinoside) [rutin
(= quercetin-3-O-rutinoside),  isorhamnetin-3-rutinoside], or
rhamnose (quercitrin), or galactose (hyperoside) in the position 3
of a flavonol structure. Indeed, in contrast to isorhamnetin-3,7-
di-O-glucoside, we found that the second flavonol glycoside puri-
fied from D. harra flowers, isorhamnetin-3-O-glucoside, was not
cytotoxic for inflammatory and cancer intestinal cells. Moreover,
in our previous data (Bourogaa et al. 2011), robinin (kaempferol-
3-O-galactose-rhamnose-7-O-rhamnose), but not quercetin-7-O-
glucoside, displayed cytotoxic activity as rutin, suggesting that
the position 7 of flavonol structure is also of interest when asso-
ciated with glycosylation in position 3. These results are in agree-
ment with Antunes-Ricardo et al. (2014) who showed that
glycosylation affects the anti-proliferative effect of the extract of
Opuntia ficus-indica (L.) Mill. var Jalpa (Cactaceae) and that the

isorhamnetin diglycosides were more cytotoxic than pure iso-
rhamnetin aglycone against colon cancer HT-29 cells.

In conclusion, this study shows that GSK3f can be targeted
by natural compounds such as flavonol glycosides in inflamma-
tory and cancer intestinal pathologies, and that isorhamnetin-3,7-
di-O-glucoside is a new member of this GSK3p-targeting flavon-
oid family.
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RESUME DE LA THESE EN FRANGAIS

Les plantes médicinales Diplotaxis harra et Diplotaxis simplex occupent une place importante dans
la pharmacopée traditionnelle grace a leurs compositions variées en métabolites secondaires tels que
les flavonoides. Ces derniers jouent un role important dans plusieurs activités biologiques,

notamment anti-inflammatoires et anti-cancéreuses.

Dans ce contexte, et a la recherche de molécules bioactives dans D. harra et D. simplex, nous avons
mis au point un nouveau mod¢le d’étude in vitro des cellules souches a 1’origine des pathologies
inflammatoires et cancéreuses coliques ou leur survie dépend de I’activation de la Glycogene
Synthase Kinase 3beta (GSK3beta) en aval du récepteur de protéases inflammatoires PAR>. Ce
modele a permis la purification bioguidée de glucoflavonoides a partir d’un extrait méthanolique des
fleurs de D. harra capables d’inhiber GSK3beta via la voie PKC. Ainsi, I’Isorhamnétine-3,7-di-O-
glucoside s’est révélé cytotoxique vis a vis des cellules inflammatoires ou cancéreuses coliques tout

en épargnant les cellules normales.

D’autre part, en raison de I’intérét grandissant porté aux fractions volatiles en thérapeutique, nous
avons ¢tudié les compositions chimiques et les activités antioxydantes des fractions volatiles des
feuilles et des fleurs de D. simplex. En se basant sur la technique chromatographique en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS), nous avons montré que les deux fractions volatiles
contiennent des quantités importantes de composés soufrés/azotés, parmi lesquels le 5-
methylthiopentanenitrile et le 1-isothiocyanatobutane pourraient étre impliqués dans 1’effet

antioxydant des fleurs de D. simplex.

En conclusion, nos travaux ont permis de révéler I’axe PAR2/GSK3beta comme une nouvelle voie
de survie des cellules souches coliques et I’intérét thérapeutique des glucoflavonoides et des fractions

volatiles de 1’espéce Diplotaxis.
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